Estudo in vitro dos efeitos de salvinorina A na expressão hepática de genes by Cruz, André Miguel Martins da
 
 
UNIVERSIDADE DA BEIRA INTERIOR 










Estudo in vitro dos efeitos de salvinorina A na 




 André Miguel Martins da Cruz 
 
 
Dissertação para obtenção do Grau de Mestre em 
  Bioquímica 








Orientador: Doutora Ana Isabel de Jesus Martinho 









Covilhã, outubro de 2016  


























Em primeiro lugar à minha orientadora Dra. Ana Martinho por todo o empenho, dedicação, apoio 
e ajuda essenciais para a realização deste trabalho ao longo do ano. 
 
À minha coorientadora Professora Dra. Eugénia Gallardo pelo apoio que me deu e a preocupação 
que demonstrou ao longo do trabalho. 
 
À professora Dra. Luiza Granadeiro pelo material que disponibilizou. 
 
Ao professor Dr. Cláudio Maia pela gentiliza de ter cedido alíquotas do primer GAPDH. 
 
À Desertuna – Tuna Académica da Universidade da Beira Interior que me marcou bastante ao 
longo destes anos proporcionando momentos inesquecíveis. 
 
A todos os meus amigos com quais vivi e partilhei momentos deste percurso académico e que 
me marcaram ao longo destes anos. 
 
À minha namorada, Joana, pela paciência, apoio e preocupação que teve comigo ao longo dos 
anos. 
 
Aos pais da Joana, Carlos e Gabriela, por me terem acolhido de forma amável na reta final 
deste trabalho. 
 
Ao meu irmão que sempre acreditou em mim e me apoiou. 
 
Por último mas mais importante, aos meus pais por terem sempre acreditado nas minhas 
capacidades, por me terem dado esta oportunidade e por todo o suporte, apoio, paciência, 
entre muitas outras, ao longo do meu percurso académico.  
  


























Estudo in vitro dos efeitos de salvinorina A na expressão hepática de genes 
 v 
Índice 
Resumo ........................................................................................................ vii 
Abstract ........................................................................................................ ix 
Índice de Figuras ............................................................................................. xi 
Índice de Tabelas .......................................................................................... xiii 
Lista de Acrónimos ......................................................................................... xv 
1. Introdução ............................................................................................... 1 
1.1. Novas substâncias psicoativas ................................................................... 1 
1.2. As drogas em Portugal ............................................................................ 3 
1.3. Salvia divinorum ................................................................................... 5 
1.3.1. Caraterização geral ......................................................................... 5 
1.4. Salvinorina A ...................................................................................... 12 
1.4.1. Contextualização .......................................................................... 12 
1.4.2. Caraterísticas físico-químicas ........................................................... 12 
1.4.3. Farmacocinética ........................................................................... 13 
1.4.4. Mecanismo de Ação ....................................................................... 14 
1.4.5. Métodos de deteção ....................................................................... 16 
1.4.6. Potenciais efeitos terapêuticos ......................................................... 17 
1.5. Fígado .............................................................................................. 20 
1.6. Proteínas Hepáticas ............................................................................. 21 
1.6.1. Citocromo C ................................................................................ 21 
1.6.2. Citocromos P450 ........................................................................... 22 
1.6.3. Apolipoproteína B100 ..................................................................... 23 
1.6.4. Carboxilesterase 1 ......................................................................... 23 
1.6.5. Glucuronosiltransferase 1A1 ............................................................. 24 
2. Objetivos................................................................................................ 25 
3. Materiais e métodos .................................................................................. 27 
3.1. Compostos, soluções e meios de cultura .................................................... 27 
3.2. Equipamentos .................................................................................... 28 
3.3. Linhas Celulares .................................................................................. 28 
3.3.1. Hep G2 ....................................................................................... 28 
Estudo in vitro dos efeitos de salvinorina A na expressão hepática de genes 
 vi 
3.3.2. WRL-68 ...................................................................................... 28 
3.4. Culturas celulares ............................................................................... 29 
3.4.1. Caraterização e preparação dos meios de cultura .................................. 29 
3.4.2. Descongelamento e contagem de células ............................................. 30 
3.4.3. Tripsinização ............................................................................... 30 
3.4.4. Criopreservação ........................................................................... 31 
3.5. Incubação das células com o composto...................................................... 31 
3.5.1. Preparação das soluções de salvinorina A ............................................. 31 
3.5.2. Incubação ................................................................................... 32 
3.6. Ensaio MTT ........................................................................................ 32 
3.6.1. Fundamento teórico ...................................................................... 32 
3.6.2. Protocolo experimental .................................................................. 32 
3.7. RNA total .......................................................................................... 33 
3.7.1. Extração de RNA total .................................................................... 33 
3.7.2. Quantificação do RNA total .............................................................. 33 
3.8. Síntese de cDNA ................................................................................. 34 
3.9. PCR em tempo real .............................................................................. 34 
3.9. Tratamento Estatístico ......................................................................... 36 
4. Resultados e Discussão .............................................................................. 39 
4.1. Avaliação da citotoxicidade da Salvinorina A .............................................. 39 
4.2. Avaliação da expressão de genes ............................................................. 42 
4.3. Comparação da expressão de genes nas linhas celulares estudadas ................... 46 
5. Conclusões e Perspetivas futuras ................................................................. 51 
6. Referências ............................................................................................ 53 
Anexos......................................................................................................... 63 
Anexo I – Otimização de condições para o PCR em tempo real ..................................... 63 
Anexo II – Artigo de revisão submetido para a Phytochemistry: A unique natural selective Kappa-
opioid receptor agonist, Salvinorin A, and its roles in human therapeutics....................... 69 
Anexo III – Artigo original submetido para a Life Sciences: In vitro effects of salvinorin A in mRNA 
expression in hepatic cell lines ........................................................................... 89 
   




As novas substâncias psicoativas (NPS) são, segundo a Observatório Europeu da Droga e da 
Toxicodependência (EMCDDA), todo e qualquer novo estupefaciente ou nova droga psicotrópica 
na sua forma pura, ou por preparar, que não é controlada pela Convenção Única das Nações 
Unidas de 1961 sobre os estupefacientes nem pela Convenção das Nações Unidas de 1971, mas 
que possa representar uma ameaça para a saúde pública comparativamente às substâncias 
listadas nessas convenções.  
Pelo seu crescente consumo a nível mundial e elevado desconhecimento do seus efeitos no 
organismo, as NPS têm-se tornado cada vez mais uma questão preocupante e, em 2012, foram 
adotadas medidas preventivas em Portugal relativamente às NPS, sendo que uma das 
substâncias que passou a integrar esta lista foi a Salvia divinorum (S. divinorum) e o seu 
componente bioativo, a salvinorina A (SA). 
A S. divinorum é uma planta que apresenta propriedades alucinogénias a qual, até meados dos 
anos 60, era utilizada unicamente pelos Mazatecas (região de Oaxaca, México). A substância 
nela presente que lhe confere estas propriedades, e que, por isso, tem despertado um grande 
interesse junto da comunidade científica, é o diterpeno neoclerodano SA. A SA é distinta de 
todos os outros alucinogénios conhecidos por possuir um mecanismo de ação único, é um 
agonista seletivo dos recetores kappa opióides (KOR). 
Apesar do alvo principal da S. divinorum, e da SA, ser o sistema nervoso central (SNC), até a 
data, ainda não foram pesquisados os seus potenciais efeitos a nível periférico, em particular 
a nível hepático, o órgão responsável pelo metabolismo de grande parte de compostos 
endógenos e xenobióticos. 
Assim, com este estudo pretendeu-se determinar in vitro a citotoxicidade e analisar a expressão 
relativa de certos genes relevantes no organismo resultantes da incubação de células hepáticas 
(Hep G2 e WRL-68) com várias concentrações de SA durante vários períodos de tempo. Os genes 
estudados foram: apolipoproteina B100 (Apo B100); carboxilesterase 1 (Ces 1); citocromo C 
(Cit. C); citocromo P450 1A2 (CYP450 1A2); citocromo P450 2D6 (CYP450 2D6); citocromo P450 
3A4; glucuronosiltranferase 1A1 (UGT 1A1). 
Os resultados obtidos mostraram que, de modo geral, 50 µM de SA são citotóxicos para ambas 
as linhas celulares, sendo que 10 µM apenas mostraram diminuir a viabilidade celular das células 
Hep G2 após 72 h de incubação indicando que, aparentemente, as células Hep G2 são mais 
sensíveis à SA, comparando com as WRL-68. Pelo contrário, 0,1 e 1 µM não promoveram 
qualquer alteração na viabilidade celular relativa em ambas as linhas celulares. 
Relativamente ao efeito da exposição de células Hep G2 e WRL-68 a 1 µM de SA durante vários 
períodos de incubação (12, 24 e 72 h) verificou-se que, no geral, a SA tem impactos em termos 
de expressão relativa do mRNA de vários genes, de modo dependente quer do tempo de 
incubação quer da linha celular. Além disso, não foi detetada qualquer expressão do gene Ces 
1 nas células WRL-68, indicando que o mesmo não é expresso nesta linha celular. 
Estudo in vitro dos efeitos de salvinorina A na expressão hepática de genes 
 viii 
Em suma, a SA aparenta ter um perfil toxicológico seguro porém em termos de regulação da 
expressão de genes importa salientar que, de um modo geral, pode exercer efeitos positivos ou 
negativos, consoante o gene em análise, o tempo de incubação com o composto e o tipo celular. 
Assim, e por se tratar do primeiro estudo que avaliou o potencial papel da SA na expressão 
hepática de certos genes, são necessárias investigações futuras para confirmar que os efeitos 
apresentados neste estudo são observados in vivo e diretamente devidos ao consumo de SA. 
 
Palavras-Chave: 
Novas substâncias psicoativas; Salvia divinorum; Salvinorina A; Células hepáticas; 
Citotoxicidade; Expressão génica.  
  




According to European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA), the new 
psychoactive substances (NPS) are any new narcotic or psychotropic drug, in its pure form, or 
in preparation, that is uncontrolled by the United Nations Drug Convention of 1961 or 1971, but 
which may represent a public health threat comparable to that posed by substances listed in 
these conventions. 
As its consumption is growing worldwide and its effects in organism still largely unknown, NPS 
had become increasingly a matter of concern and, in 2012, Portugal adopted some preventive 
actions regarding NPS, and included both the whole plant and its main bioactive compound, 
salvinorin A (SA), in the list of NPS. 
S. divinorum is a plant with hallucinogenic properties that, till the mid-60’s, was used only by 
Mazatecas (Oaxaca region, Mexico). The responsible substance for its hallucinogenic properties 
is SA, which is a neoclerodane diterpene different from the others hallucinogenic substances 
known, as it presents a unique mechanism of action. In fact, SA is a selective agonist of kappa 
opioid receptors (KOR). 
Despite the fact that the main target of S. divinorum, and SA, is the central nervous system, 
to date, there are no studies assessing its putative peripheral effects, in particular in the liver, 
the main responsible organ for the metabolism of several endogenous substances and 
xenobiotics. 
With this study we intended to evaluate the in vitro cytotoxicity and to analyze the relative 
gene expression of certain genes relevant to organism caused by the exposure of hepatic cells 
(Hep G2 and WRL-68) to different concentrations of SA during various periods of time. The 
genes included in this study were: apolipoprotein B100 (Apo B100), carboxylesterase 1 (Ces 1), 
cytochrome C (Cyt C), cytochrome P450 1A2 (CYP450 1A2), cytochrome P450 2D6 (CYP450 2D6), 
cytochrome P450 3A4 and glucuronosyltransferase 1A1 (UGT 1A1). 
Overall, data obtained revealed that 50 µM of SA is cytotoxic for both cell lines, while 10 µM 
only promoted a decrease in the cellular viability in Hep G2 cells after a 72 h incubation. Thus, 
it seems that, apparently, Hep G2 cells are more sensitive to SA, comparing with WRL-68. 
Instead, 0,1 and 1 µM did not promoted any alteration in the relative cellular viability in both 
cell lines. 
Regarding the effects of 1 µM SA exposure in Hep G2 and WRL-68 at during various periods of 
time (12, 24 and 72 h) results showed that, overall, SA has a significant impact in the mRNA 
relative expression of various genes, depending on the time of incubation, concentration and 
the cell line. Besides that, we also found that Ces 1 was not detected in WRL-68 cells pointing 
out that it is not expressed in this cell line. 
SA revealed to have a safe toxicological profile yet, the effects of SA in the regulation of gene 
expression are important to highlight as they could exert positive or negative effects depending 
in the gene of study, time of exposure and cell line.  
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Finally, because this is the first study that shows the SA potential effects in the liver, further 
research is needed to confirm if that they are directly related to SA consumption. Thus, a new 
research line raised and future studies should be conducted in order to achieve the in vitro 
protein expression of the genes and to confirm these findings in in vivo studies (rats). 
 
Keywords: 
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1.1. Novas substâncias psicoativas  
 
As novas substâncias psicoativas (NPS) são definidas como sendo todo e qualquer novo 
estupefaciente ou nova droga psicotrópica na sua forma pura, ou por preparar, que não é 
controlada pela Convenção Única das Nações Unidas de 1961 sobre os estupefacientes nem pela 
Convenção das Nações Unidas de 1971, mas que possa representar uma ameaça para a saúde 
pública comparativamente às substâncias listadas nessas convenções (EMCDDA, 2011).  
O consumo de NPS tem vindo a aumentar cada vez mais e, no mercado Europeu, em 2015, 100 
novas NPS foram adicionadas à lista das já 560 NPS monitorizadas pelo Observatório Europeu 
da Droga e da Toxicodependência (EMCDDA), das quais 70 % foram detetadas nos últimos 5 anos 
(EMCDDA, 2016).  
O EMCDDA tem como função recolher e divulgar informação sobre as drogas controladas pelas 
convenções de drogas das Nações Unidas. Recentemente, o EMCDDA monitoriza também novas 
substâncias que não se encontram registadas nestas convenções mas que podem apresentar 
riscos para a saúde pública ou risco social, tendo esta sido uma medida aprovada pelo Conselho 
da União Europeia (UE) em 2005 através da Decisão n.º 2005/387/JAI, de 10 de maio de 2005 
(EMCDDA, 2009). 
 
As NPS incluem: 
 “Legal Highs” - baseiam-se num mercado de produtos embalados com uma 
imagem atrativa e cativante, direcionado para o consumo recreativo. Incluem ainda 
produtos químicos usados em investigação, vendidos, sobretudo através da internet, 
com o pretexto de serem usados para investigações científicas procuradas por 
“psiconautas” que exploram os efeitos das substâncias psicoativas.  
 Suplementos alimentares - vendidos livremente em lojas de desporto e na 
internet como sendo suplementos dietéticos ou alimentares.  
  “Designer drugs” - drogas disfarçadas de outras drogas ilícitas já conhecidas 
como por exemplo o 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA) ou a heroína. São 
produzidas em laboratórios clandestinos por grupos de crime organizado que as 
disponibilizam no mercado.  
 Medicamentos - resultantes do abuso das prescrições médicas e da importação 
ilegal de medicamentos para a Europa (EMCDDA, 2015). 
 
A nível Europeu, os relatórios emitidos pelas forças de segurança e forças policiais confirmam 
o crescimento da venda e consumo destas drogas em 2014, tendo sido feitas cerca de 50 000 
apreensões, no equivalente a 4 toneladas. Destas, os substitutos legais da Cannabis 
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(canabinóides sintéticos) foram as substâncias mais apreendidas, num total de 1,3 toneladas 
em 30 000 apreensões, seguindo-se das catinonas sintéticas que podem ser uma alternativa à 
cocaína, o MDMA e as anfetaminas, num total de 1 tonelada em 8 000 detenções (EMCDDA, 
2016). 
Uma das principais razões apontadas para o aumento do consumo de NPS reside no facto dos 
seus produtores terem a capacidade de reagir e de prever os protocolos e controlos legais 
desenvolvendo NPS com grande rapidez, de modo a abastecer o mercado de consumidores 
recreativos ou crónicos (EMCDDA, 2016).  
As NPS entram na Europa maioritariamente através dos serviços de correio expresso ou através 
de empresas de transporte que as podem entregar em mão ao consumidor. Os produtores destas 
substâncias além de expedirem as NPS são capazes de exportar percursores químicos 
necessários à produção de novas substâncias. Com o crescimento da utilização da internet, 
abriram-se as portas para um mercado com dimensões excecionais, que, conjugado com o 
aumento da eficiência, rapidez e baixo custo dos transportes de mercadorias e encomendas, 
têm contribuído para que a venda de NPS esteja cada vez mais facilitada. De entre os principais 
países fornecedores de NPS para a Europa encontra-se a China, a qual conquistou o mercado 
mundial no fornecimento químico e farmacêutico, seguida da Índia, mas em menor escala 
(EMCDDA, 2016). 
 
Existem vários aspetos que mostram toda a problemática legal e de saúde pública envolvida 
com estas substâncias: 
 
1- Testar produtos desconhecidos consomem muito tempo, é complexo e 
dispendioso em laboratórios forenses tornando a sua deteção e identificação bastante 
difíceis. 
2- Em termos legais, não é possível criminalizar a distribuição não autorizada de 
todas as substâncias psicoativas, pelo que, em vez de ser proactiva, a Lei apenas pode 
atuar sobre as substâncias à medida que vão surgindo. 
3- As NPS podem ser uma ameaça à comunidade, apresentando riscos na saúde 
pública, riscos pessoais e podendo ser socialmente prejudicial. Contudo, o 
aparecimento destas substâncias nos mercados pela primeira vez carecem na 
informação sobre os riscos que lhe podem estar associados. 
4- Os protocolos legislativos para o submeter determinada substância a controlos 
legais são bastante morosos sendo que, em alguns países, pode demorar mais do que 
um ano. 
5- O controlo de uma NPS pode ter consequências não intencionais, estimulando 
a sua procura, distribuição e substituição não controlada, podendo ser mais 
prejudicial do que o seu antecessor.  
6- Outros controlos não possuem penalidades tão graves que sejam capazes de 
dissuadir os consumidores ou produtores e mostrar uma séria ameaça para a saúde. 
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Além disso, não são eficazes na prevenção ou impedimento da sua comercialização e 
distribuição (EMCDDA, 2011). 
 
Devido ao facto das NPS apresentarem perigos iminentes para a sociedade, os Estados-membro 
da UE têm-se visto obrigados a atuar sobre estas substâncias, tendo para tal elaborado a Decisão 
Nº 2005/387/JHA, através da qual foi criado um processo de 3 passos para facilitar a tomada 
de decisões: 
 
Passo nº 1 – Troca de informação/ alerta prévio 
Assim que uma NPS é detetada no mercado Europeu, os Estados-membro da UE asseguram que 
a informação sobre o seu fabrico, tráfico e utilização é transmitida para a EMCDDA e a Europol 
via pontos focais nacionais (national focal points) e unidades nacionais da Europol (ENUs). Esta 
informação é também submetida à Comissão Europeia e à Agência Europeia de Medicamentos 
(EMA). Por fim, caso a EMCDDA e a Europol considerem que a informação sobre a NPS é 
suficiente para continuar uma monitorização contínua, é apresentado um relatório conjunto ao 
Conselho da UE, à Comissão Europeia e à EMA, as quais com base na informação fornecida, 
terão de decidir sobre se é, ou não, necessário prosseguir com o protocolo de avaliação de 
riscos.  
 
Passo nº 2 – Avaliação de riscos 
O Conselho da UE apenas pode proceder com o protocolo de avaliação de riscos caso um quarto 
dos membros, ou a Comissão Europeia, sejam a favor da prossecução deste passo. O Comité 
Científico da EMCDDA avalia os possíveis riscos para a saúde pública e social da nova substância 
identificada e as consequências relacionadas com a sua submissão a um controlo. Um relatório 
sobre a avaliação de riscos é apresentado ao Conselho da UE, à Comissão Europeia e à EMA para 
ponderação. 
 
Passo nº 3 – Tomada de decisão 
Através da Comissão Europeia, ou um estado membro da UE, com base no relatório de avaliação 
de riscos, o Concelho da UE tomará uma decisão a adotar definindo se a substância deverá ser, 
ou não, submetida a medidas de controlo. Estas medidas de controlo e penalidades criminais 
nos Estados-membro da UE serão decididos em consonância com as leis nacionais (EMCDDA, 
2009). 
 
1.2. As drogas em Portugal 
 
De acordo com o Relatório Europeu sobre Drogas de 2015, divulgado a 4 de junho em Lisboa, 
Portugal apresenta índices de consumo e de tráfico de drogas baixos em relação à média da 
UE, sendo a prevalência do consumo de NPS no último ano entre os jovens adultos (15 – 24 anos) 
de aproximadamente de 0,2 % (EMCDDA, 2015). 
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Desde 2012, em Portugal foram adotadas medidas relativamente à expansão do consumo de 
NPS, sendo aplicável o regime jurídico relativo ao tráfico e consumo de estupefacientes e 
substâncias psicotrópicas. Em 2013, devido ao consenso sobre o potencial perigo das NPS na 
sociedade, foi elaborado o Decreto-lei nº 54/2013, de 17 de abril, no qual é considerado 
proibida a produção, importação, exportação, publicidade, distribuição, venda ou 
disponibilização de NPS. Paralelamente a este decreto-lei, foi também publicada a Portaria nº 
154/2013, de 17 de abril, com a lista de NPS sob controlo em Portugal (Decreto-Lei no. 54/2013 
de 17 de abril do Ministério da Saúde, 2013). De acordo com o mesmo, as NPS são: “… 
substâncias não especificamente enquadradas e controladas ao abrigo de legislação própria 
que, em estado puro ou numa preparação, podem constituir uma ameaça para a saúde pública 
comparável à das substâncias previstas naquela legislação, com perigo para a vida ou para a 
saúde e integridade podendo induzir alterações significativas a nível da função motora, bem 
como das funções mentais, designadamente do raciocínio, juízo crítico e comportamento, 
muitas vezes com estados de delírio, alucinações ou extrema euforia, podendo causar 
dependência e, em certos casos, produzir danos duradouros ou mesmo permanentes sobre a 
saúde dos consumidores” (Decreto-lei nº. 54/2013 de 17 de abril, Artigo 2º). 
Na legislação portuguesa, as NPS incluem várias substâncias desde, feniletilaminas e derivados, 
piperazinas e derivados, derivados da catinona, canabinóides sintéticos, derivados/análogos da 
cocaína, plantas e seus constituintes ativos (Portaria no. 154/2013 de 17 de abril do Ministério 
da Saúde, 2013). 
 
As NPS mais consumidas na comunidade europeia são os canabinóides sintéticos e as catinonas 
sintéticas (EMCDDA, 2016). Em Portugal o consumo de NPS na comunidade juvenil, ainda é 
considerado baixo (1 %) comparado com alguns países na UE que possuem percentagens de 
consumo superiores, é o caso da Estónia e a Polónia a com percentagens de consumo na ordem 
dos 10 % (ESPAD, 2015).  
Nos últimos anos, o consumo recreativo de Salvia divinorum (S. divinorum) tornou-se bastante 
frequente a nível mundial, em particular entre os jovens. Além disso, os potentes efeitos que 
esta planta provoca bem como a produção de intensas alucinações e efeitos de curta duração 
têm tornado a S. divinorum numa planta mundialmente cobiçada (Calado, 2013) sendo 
considerada uma NPS. De facto, o pequeno investimento necessário para o seu cultivo, 
paralelamente ao amplo conhecimento de técnicas laboratoriais que podem proporcionar o seu 
cultivo e o isolamento do seu composto ativo, têm tornado esta planta bastante mais atrativa 
do que, por exemplo, a síntese de dietilamida do ácido lisérgico (LSD) ou derivados de 
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1.3. Salvia divinorum 
 
1.3.1. Caraterização geral 
 
A S. divinorum foi colhida por Wasson e Hoffman em 1962 numa das suas expedições os quais, 
mais tarde, a entregaram a Epling e Játiva que a identificaram como sendo uma nova espécie 
pertencente ao género Salvia. Até à atualidade, estão descritas cerca de 1 000 espécies do 
género Salvia pertencentes à família Lamiaceae, vulgarmente designada por família da hortelã 
e que compreende, no total, cerca de 252 géneros (Kowalczuk et al., 2014; Mirzaei et al., 2015; 
Valdés, 1994). A S. divinorum é vulgarmente designada por “Ska Pastora” ou “Ska Maria 
Pastora”, tendo nomes mais comuns de entre a comunidade juvenil como “magic mint” e 
“Diviner’s Sage”, “Sally D” e “Purple Sticky” (Lange et al., 2008; Valdés III, Díaz, & Paul, 1983). 
Até meados dos anos 60, o conhecimento deste género/família esteve restrito a um grupo 
indígena localizado a nordeste de Oaxaca no México, os Mazatecas, os quais a utilizavam há 
vários séculos durante as suas cerimónias divinais, processos de cura e na formação de 
curandeiros (Casselman et al., 2014). Além disso, este grupo utilizava esta planta para o 
tratamento de diversas doenças tais como, problemas intestinais, dores de cabeça, reumatismo 
e a sensação de barriga inchada (Diaz, 2013; Valdés III, Díaz, & Paul, 1983).  
Trata-se de uma espécie nativa daquela região (Oaxaca – México) que cresce em ambientes 
bastante húmidos e solos ricos, caraterísticos daquela área geográfica. É uma espécie que pode 
ser encontrada entre os 750 e os 1500 m de altitude, e pode atingir 1 m de altura. A S. divinorum 
apresenta raízes quadradas ocas, folhas verdes serradas, com um comprimento de 10 a 25 cm 
e 5 a 10 cm de largura contendo vários tricomas granulares e não-granulares na sua superfície 
(Casselman et al., 2014). A flor desta planta é formada por uma corola branca com cálices 
roxos, podendo ter 3 a 4 cm de comprimento, dispostos em panículas contendo cerca de 20 a 
30 flores (Casselman et al., 2014; Kowalczuk et al., 2014). Em condições ótimas, a S. divinorum 
cresce e reproduz-se vegetativamente, florescendo esporadicamente aquando os raios solares 
conseguem penetrar na floresta. O seu florescimento apenas é possível após um período 
prolongado de escuridão e caso a planta seja exposta à luz o seu florescimento é interrompido 
e a planta retorna ao seu crescimento vegetativo (Casselman et al., 2014).  
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Figura 1. Salvia divinorum (retirado de (EMCDDA, 2015b)).  
Os produtos naturais com a estrutura de um diterpeno neoclerodano tendem ser muito comuns 
entre as espécies de Salvia, sendo estes os compostos maioritariamente presentes na S. 
divinorum.  
Os diterpenos são compostos que são biossintetizados de 4 unidades de isopreno, que nas 
espécies do género Salvia, levam à formação de compostos bicarbocíclicos, tricarbocíclicos, 
tetracarbocíclicos. Os clerodanos são uma classe estrutural de diterpenos que são derivados do 
rearranjo de diterpenos bicarbocíclicos. O termo diterpeno neoclerodano foi introduzido para 
classificar os produtos naturais com uma estrutura molecular de carbono com a mesma 
estereoquímica que a clerodina (Hanson, 2010). 
Em S. divinorum foram isolados vários compostos: salvinorinas (A a J), divinatorinas (A a F), 
salvidivinas (A a D) e salvinicinas (A e B), entre outros (Tabela 1) (Bigham et al., 2003; Harding 
et al., 2005; Kutrzeba, Ferreira, & Zjawiony, 2009; Shirota, Nagamatsu, & Sekita, 2006; Valdés 
et al., 2001; Valdes III et al., 1984).   
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Tabela 1. Substâncias isoladas em S. divinorum. 
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Tabela 1. Substâncias isolados em S. divinorum (continuação). 
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Tabela 1. Substâncias isolados em S. divinorum (continuação).  
Substância Localização  Grupo químico Estrutura química 
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Tabela 1. Substâncias isolados em S. divinorum (continuação).  
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Tabela 1. Substâncias isolados em S. divinorum (continuação).  
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De entre as centenas de espécies pertencentes ao género Salvia, a S. divinorum é a única que 
apresenta propriedades alucinogénias. Siebert (1999) propôs uma escala para classificar os 
efeitos produzidos pelo consumo desta planta que consiste em 6 níveis de intensidade e é 
conhecida como a escala S-A-L-V-I-A (Calado, 2013): 
 S – 1º nível de efeitos subtis, estado que antecipa a meditação; 
 A – 2º nível de perceção alterada, estádio sem visões; 
 L – 3º nível de visões ligeiras, visões em que não se confunde com a realidade; 
 V – 4º nível de visões vividas, visões realistas que ocorrem com olhos abertos ou 
fechados; 
 I – 5 º nível de existência imaterial, onde a noção da realidade é completamente 
distorcida; 
 A – 6º nível de efeitos amnésicos, perda completa ou parcial da consciência. 
 
O composto que tem mostrado maior interesse quer na comunidade científica quer entre os 
seus utilizadores, é a salvinorina A (SA) devido às suas caraterísticas estruturais e aos seus 
potentes efeitos psicotrópicos. 
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1.4. Salvinorina A 
 
1.4.1. Contextualização  
 
A SA e a Salvinorina B (SB) foram primeiramente identificadas por Ortega et al. (1982) sendo 
que a sua caraterização enquanto constituinte bioativo foi inicialmente reportada por Valdés 
III et al. (1984) através da identificação da divinorina A e da divinorina B, tendo sido mais tarde 
descoberto que se tratavam das mesmas moléculas que haviam sido isoladas anteriormente 
(Cunningham et al., 1982; Valdes III et al., 1984).  
Um estudo in vitro usando isótopos estáveis demonstrou que este composto é biossintetizado 
via deoxixilulose fosfato onde é armazenada principalmente nos tricomas glandulares (Kutrzeba 
et al., 2007; Siebert, 2004). É pela via deoxixilulose fosfato que se inicia a formação dos 
terpenos pelo difosfato isopentenil (IPP) e difosfato dimetilalil (DMAPP) (Eisenreich, Rohdich, 
& Bacher, 2001). A concentração de SA nas folhas da S. divinorum varia entre 0,89 a 3,70 mg/g 
peso seco (Gruber et al., 1999).  
A SA produz efeitos alucinogénios intensos diferentes dos alucinogénios tradicionais, sendo 
descritos pelos seus consumidores como possibilitando “a experiência de se tornarem objetos, 
terem visões de superfícies bidimensionais e realizarem viagens a locais do passado, 
acompanhados de perda do controlo do corpo, várias sensações de empurro ou torsão, riso 
histérico descontrolado e alteração da perceção da realidade” (Siebert, 1994) . 
 
1.4.2. Caraterísticas físico-químicas 
 
A SA é um diterpeno neoclerodano com fórmula molecar C23H28O8 (432 g.mol
-1) e nome IUPAC 
2S,4aR,6aR,7R,9S,10aS,10bR)-9-(acetiloxi)-2-(3-furanilo)dodecahidro-6a,10b-dimetil-4,10-
dioxo-2H-nafto[2,1-c]pirano-7-éster metílico do ácido carboxílico (PubChem, 2005).  
O seu espetro de massa por ionização de eletrões apresenta fragmentos em m/z 94, 55, 121, 
107, 273, 166, 220, 252, 234, 359, 318, 404 and 432 (Pentea et al., 2015). Não pertence ao 
grupo dos alcalóides por não ter na sua estrutura o grupo azotado que, se pensava até então 
ser uma caraterística essencial para os alucinogénios (Cunningham et al., 2011).  
A SA pura, extraída de folhas secas ou de extratos da folha é estável à temperatura ambiente 
e é solúvel em solventes orgânicos, como acetona, acetonitrilo, clorofórmio, dimetilsulfóxido 
(DMSO) e metanol. A SA é instável em soluções básicas e insolúvel em hexano e água. Na sua 
forma pura a SA forma cristais coloridos com um ponto de fusão entre 242 - 244 ºC (EMCDDA, 
2015b).  
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A S. divinorum pode ser consumida de várias formas de modo a produzir efeitos psicotrópicos. 
Quando é administrada sob a forma de spray por via oral a SA é absorvida pela mucosa oral. 
Porém, apenas uma pequena percentagem é absorvida devido ao fluxo salivar. Através desta 
forma de consumo os seus efeitos psicotrópicos podem ser observáveis 5 a 10 min após o seu 
consumo prolongando-se por cerca de 1 h (Siebert, 1994). O modo mais eficaz para a obtenção 
dos efeitos psicotrópicos é através da inalação do composto vaporizado. Neste, são necessários 
apenas 200 - 500 µg de SA para se alcançarem os efeitos alucinogénios semelhantes aos 
produzidos pelas folhas frescas. Após a inalação do produto vaporizado os efeitos são notáveis 
logo após 30 seg, sendo mais intensos durante cerca de 5 a 10 min e diminuindo de intensidade 
até 20 a 30 min após o seu consumo (Siebert, 1994). 
A mucosa oral difunde a SA lentamente na corrente sanguínea. Assim, quando esta é 
administrada oralmente, os seus efeitos iniciam-se gradualmente e duram mais do que quando 
o composto é vaporizado e inalado. Porém, apesar de constituírem métodos diferentes de 
consumo, ambos apresentam os efeitos similares, ainda que com diferentes tempos de duração 
(Siebert, 1994). 
A SA apresenta um rápido início de reação e uma curta duração. Penetra no sistema nervoso 
central (SNC) após alcançar a circulação sistémica via absorção bocal, ingestão oral ou do fumo, 
sendo a última o método que apresenta uma maior taxa de penetração no SNC. Para tal, a sua 
elevada lipofilicidade e o seu baixo peso molecular são caraterísticas cruciais na sua passagem 
pela barreira hemato-encefálica. De facto, dado que a SA tem apenas 432 Da e é uma molécula 
altamente lipofílica, facilmente se explica a sua rápida penetração no SNC. Visto que a sua 
ação é de curta duração isto sugere que a sua eliminação do organismo é também ela bastante 
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rápida. Apesar de conseguir atingir o SNC rapidamente, a sua concentração neste órgão é 
bastante menor que a mesma no plasma (Teksin et al., 2009). 
A SA é um substrato da glicoproteína P a qual, entre outras funções, é uma das responsáveis 
pelo transporte de compostos estranhos do interior das células para sua posterior eliminação 
e, por isso, responsável pela baixa concentração de SA no SNC (Butelman et al., 2012). Porém 
deve-se ter em conta o estado funcional deste transportador quando se trata de humanos, na 
medida em que vários fatores, tais como, fatores genéticos ou presença ou exposição crónica 
a outras substâncias, podem alterar o funcionamento desta bomba de efluxo dependente de 
adenosina trifosfato (ATP) (Butelman et al., 2012). 
Um estudo realizado em macacos Rhesus conduzido por Schimdt et al. (2005) mostrou que a SA 
apresenta uma rápida distribuição com um tempo de meia vida de 37,9 ± 5,6 min em animais 
do sexo masculino sendo o mesmo tempo bastante superior no sexo feminino (80,0 ± 13,1 min) 
(M. Schmidt et al., 2005). Hooker et al. (2008) sintetizou SA marcada no 11C e realizou um 
estudo tomográfico por emissão de positrões com a finalidade de medir a sua farmacocinética 
e distribuição no cérebro e em órgãos periféricos em primatas fêmeas. Também neste estudo 
os resultados demonstraram uma rápida captação no SNC com uma distribuição 
maioritariamente localizada no cerebelo. Adicionalmente, a cinética nos órgãos periféricos 
sugeriu pelo menos 2 modos de metabolismo e a eliminação via excreção renal e biliar (Fichna 
et al., 2009; Hooker et al., 2008). 
Devido à sua estrutura química, esta substância mostra poder ser um substrato para as enzimas 
do citocromo P450 (CYP450). Além disso, dado que a SA possui um grupo éster na sua estrutura, 
este apresenta um potencial local de metabolismo hidrolítico pelas carboxilesterases (Ces), ou 
metabolismo conjugativo (glucuronidação) com as glucuronosiltransferases (UGTs). Num estudo 
feito por Teksin et al. (2009) que pretendia identificar as enzimas que estão envolvidas na 
metabolização da SA, foi realizado um screening com várias isoformas humanas do CYP450 e a 
glucuronosiltransferase 2B7 (UGT 2B7), tendo-se observado que as enzimas que participam mais 
ativamente na metabolização da SA são as isoformas do CYP450 2D6 (CYP 2D6), 1A1, 2C18 e 
2E1 e a UGT 2B7 com uma taxa de metabolização de 14,7 ± 0,80, 31,1 ± 1,20, 20,6 ± 1,00, 22 
± 0,80 e 51,0 ± 4,00 % respetivamente, quando incubadas com 5 µM de composto (Teksin et al., 
2009).  
Um outro estudo mostrou que a SB é o metabolito inativo resultante da metabolização primária 
da SA por esterases no sangue (M. S. Schmidt et al., 2005). 
 
1.4.4. Mecanismo de Ação 
 
A SA pode causar efeitos psicotrópicos e, apesar de ser estruturalmente diferente de todos 
outros alucinogénios conhecidos, tem atividade num recetor particular da região cerebral. Um 
estudo realizado em que envolveu cerca de 50 recetores, transportadores e canais iónicos do 
SNC foi conduzido por Roth et al. (2002), tendo mostrado que a SA apresenta uma caraterística 
única - é um agonista eficaz seletivo não-azotado dos recetores kappa opióides (KOR) (Roth et 
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al., 2002). Os KOR pertencem ao sistema opióide, um sistema neuromodulador, amplamente 
expresso no SNC e sistema nervoso periférico. O sistema opióide é composto por 3 recetores 
opióides acoplados à proteína G, µ (mu), ∆ (delta) e k (kappa) que, em determinadas condições 
fisiológicas, são ativados por uma família de péptidos endógenos de modo a inibir a atividade 
neuronal. Entre os péptidos opióides, os primários que ativam os KOR são as dinorfinas, os quais 
apresentam baixa afinidade para os recetores µ e ∆ (Lalanne et al., 2014).  
Segundo McCurdy et al. (2006) os agonistas dos KOR têm sido usados no tratamento da dor, 
dependência, distúrbios alimentares e depressões na medida em que os estudos têm 
demonstrado que os agonistas dos KOR atenuam alguns efeitos neuroquímicos e 
comportamentais produzidos por certas drogas de abuso (Diaz, 2013). Assim, a SA poderá ter 
um potencial terapêutico visto que partilha várias vias metabólicas semelhantes a certas drogas 
de abuso tais como codeína e morfina (UGTs), oxicodona, MDMA, tetra-hidrocanabinol, e 
cetamina (CYP450) e cocaína (Ces) (Teksin et al., 2009).  
A analgesia, depressão respiratória e dependência física pensavam-se ser mediadas pelo recetor 
µ. No entanto, estudos realizados mostraram que os KOR regulam a analgesia e podem ainda 
mediar a sedação, sendo que a produção de analgesia via KOR pode ser vantajosa na medida 
em que poderá evitar os efeitos indesejados da analgesia mediada por recetores µ (Lahti et al., 
1985).  
Após a identificação dos KOR, novos analgésicos agonistas deste recetor têm sido desenvolvidos 
para evitar a dependência causada pelos recetor µ. Porém, estes analgésicos têm vindo a 
provocar alguns efeitos indesejados tais como disforia e alucinações. Ainda assim, alguns 
analgésicos agonistas de KOR como por exemplo a pentazocina, são atualmente usados no 
controlo da dor em indivíduos com risco de abuso de drogas (Chavkin, 2011).  
Normalmente, os agonistas de KOR produzem uma diminuição na atividade locomotora porém 
a SA induz essa atividade sugerindo que outros mecanismos estão envolvidos nos seus efeitos 
farmacológicos. De facto, vários estudos têm mostrado que a SA tem a capacidade de modificar 
as vias dopaminérgicas pela diminuição dos níveis de dopamina no putamen caudate e nos níveis 
de neurotransmissão no estriado dorsal pela regulação da libertação da dopamina e não pela 
sua captação (Listos, Merska, & Fidecka, 2011). Um estudo conduzido por Grilli et al. (2009) 
demonstrou que a SA inibe a libertação de dopamina e serotonina nos sinaptossomas isolados 
do estriado e córtex pré-frontal de rato, enquanto estimula a libertação de noradrenalina do 
sinaptosomas do hipocampo (Grilli et al., 2009). Os mesmos autores revelaram que a SA diminui 
a concentração extracelular de dopamina no nucleous accumbens e não afeta a concentração 
de serotonina. Neste trabalho, os autores discutiram que um comprometimento da via 
mesolímbica dopaminérgica está envolvida na indução pela SA na disforia e a diminuição da 
biodisponibilidade da serotonina poderá ser responsável pelos efeitos sedativos desta 
substância (Grilli et al., 2009).   
Também o sistema endocanabinóide poderá estar envolvido nos efeitos farmacológicos da SA, 
na medida em que, os seus efeitos em baixas concentrações podem ser revertidos pela 
norbinaltorfimina, um antagonista seletivo dos KOR, e também pelo rimonabante que é um 
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antagonista dos recetores canabinóides. Contudo, um estudo in vitro por Roth et al. (2002) 
demonstraram que a SA não possui qualquer afinidade para os recetores canabinóides 1 (CB1), 
e a sua atividade in vivo é distinta da que é induzida por canabinóides. Um exemplo é o 
tetrahidrocanabinol, o qual diminui a temperatura corporal e produz efeitos antinociceptivos e 
catalepsia ao passo que SA tem uma capacidade de induzir hipotermia e catalepsia 
significativamente menor. Por esta razão, os autores propõem a hipótese de que a SA não ativa 
diretamente os recetores canabinóides mas sim através de vias indiretas (Listos, Merska, & 
Fidecka, 2011).   
Também interessante é o facto de a SA não apresentar qualquer tipo de afinidade pelos recetor 
5-HT2A ou a sua ativação posterior, que são alvos principais dos alucinogénios conhecidos tais 
como LSD, dimetiltriptamina, psilocibina, mescalina entre outros (Roth et al., 2002). Além 
disso, os efeitos profundos provocados por este composto em humanos são devidos à sua alta 
eficiência na ativação dos KOR (Chavkin et al., 2004). Porém, os outros diterpenos isolados de 
S. divinorum também foram estudados para perceber os seus efeitos. Estes estudos mostraram 
ainda que a SB não tem atividade nos KOR, a salvinorina C tem fraca afinidade para estes 
recetores e não produz efeitos psicotrópicos e a salvinorina G e divinatorina D são os únicos a 
apresentar alguma afinidade para os mesmos (Vortherms & Roth, 2006). 
 
1.4.5. Métodos de deteção 
 
Devido sobretudo ao elevado crescimento na sua procura para uso recreativo e também na falta 
de conhecimento na comunidade científica para a sua deteção, vários trabalhos foram já 
realizados de modo a desenvolver novos meios de deteção de SA.  
Num estudo realizado por Pichini et al. (Pichini et al., 2005) foram analisadas amostras de 
plasma, urina e saliva provenientes de voluntários que fumaram 75 mg de planta frescas de S. 
divinorum. A cromatografia gasosa com espetrometria de massa foi a técnica analítica 
selecionada para identificar e quantificar a SA tendo-se obtido limites de deteção e 
quantificação de 5 ng/mL. No mesmo estudo, os investigadores observaram ainda que a 
concentração de SA em urina e saliva variou entre 0,0015 e 5 μg/mL sendo que na urina foram 
obtidas concentrações de 2,4 e 10,9 ng/mL e na saliva 11,1 e 25 ng/mL (Pichini et al., 2005) 
Através de cromatografia líquida de alta eficiência foram analisadas amostras de urina e plasma 
de humanos e macacos Rhesus, tendo-se obtido limites de deteção e quantificação de 2 ng/mL. 
Além disso, este trabalho demonstrou ainda que a SB é o metabolito primário da SA (M. S. 
Schmidt et al., 2005). 
Em 2008 McDonough et al. (2008) com recurso à extração em fase sólida e a cromatografia 
líquida acoplada à espectrometria de massa, analisou amostras de urina e sangue humano para 
determinar SA. Foram obtidos limites de deteção e de quantificação de 2,5 ng/mL e 5 ng/mL 
respetivamente. A eficiência de extração foi de 71,7% (McDonough et al., 2008). 
Além destes estudos realizados com amostras convencionais, Margalho et al. (2013) realizou 
um estudo em amostras alternativas post-mortem, concretamente humor vítreo líquido 
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pericárdico, para além de sangue total e plasma. As amostras foram analisadas por extração 
em fase sólida e cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa. Os limites de 
deteção e quantificação obtidos foram de 5 ng/mL com utilização de apenas 100 µL de amostra 
de humor vítreo e 250 µL de líquido pericárdico, sangue total e plasma (Margalho et al., 2013).  
Nesse mesmo ano, Moreno et al. (2013) dosearam SA em amostras de urina através de 
microextração por adsorvente empacotado (MEPS) combinado com cromatografia gasosa 
acoplada à espectrometria de massa. Esta técnica permitiu a obtenção de limites de deteção 
de 5 ng/mL e limites de quantificação de 20 ng/mL, recorrendo a volumes de amostra de 200 
µL. A principal vantagem deste estudo foi a utilização da MEPS, já que quando comparada com 
a extração em fase sólida convencional, a MEPS tem como vantagem o facto de ser menos 
morosa e de não ser necessária a utilização de solventes orgânicos (Moreno et al., 2013) 
 
1.4.6. Potenciais efeitos terapêuticos 
 
O tratamento terapêutico com recurso a plantas com caraterísticas medicinais é um dos 
métodos medicinais mais antigos na humanidade (Petrovska, 2012). Os produtos naturais 
derivados de plantas medicinais têm demonstrado ser uma fonte de compostos bioativos em 
que muitos destes têm sido a base para o desenvolvimento de novas substâncias químicas para 
a indústria farmacêutica (Palombo, 2011). Assim, alguns estudos realizados com S. divinorum 
e o seu composto bioativo, demonstraram que esta possui alguns efeitos com um potencial 
interesse para a terapia humana, como a toxicodependência, tratamento de dores, doenças 
neurológicas, gastrointestinais e agente anti-inflamatório (Braida et al., 2008, 2009; Ebner et 
al., 2010; Fichna et al., 2012; Hanes, 2001; Kivell, Ewald, & Prisinzano, 2014; McCurdy et al., 




Geralmente, a toxicodependência comporta três ciclos distintos de evolução: primeiro, o 
estágio de “binging” no qual o consumidor procura outras formas para obter os efeitos da droga; 
o segundo estágio onde o consumidor sofre sintomas de abstinência; e, por último, o estágio da 
antecipação que leva à necessidade da administração de drogas (Kivell, Ewald, & Prisinzano, 
2014). Uma das caraterísticas mais relevantes da SA é o seu efeito anti-aditivo o qual já foi 
descrito em estudos de comportamento realizados em ratos: em ratos tratados com SA em 
baixas doses (0,1 – 40 μg/Kg), os efeitos de compensação foram demonstrados quer em testes 
de administração quer de preferência, porém, quando os ratos são tratados com altas doses de 
SA (160 µg/Kg) apresentam efeitos aversivos (Braida et al., 2008).  
Estudos realizados mostraram que os níveis de dopamina no nucleous accumbens (NAc) têm um 
papel importante na regulação dos efeitos de compensação em drogas de abuso, comida e 
relações (Kivell, Ewald, & Prisinzano, 2014) e a sua regulação nesta zona cerebral poderá estar 
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subjacente aos efeitos provocados pela SA. De facto, autores observaram que a SA diminui os 
níveis de dopamina no NAc em ratos (Ebner et al., 2010) e no putamen caudate em ratinhos 
(Zhang et al., 2005). Neste contexto, a SA poderá ser usada no tratamento de 
toxicodependentes devido à diminuição dos níveis de dopamina e subsequente ativação 
dopaminérgica que está relacionada com o comportamento de administração de drogas nestes 
indivíduos (Freeman et al., 2014).  
Outra hipótese possível para o uso de SA no tratamento da toxicodependência reside na 
semelhança de várias vias metabólicas com certas drogas de abuso, possibilitando a partilha de 
vias metabólicas, a qual poderá proporcionar a ocorrência de interações fármaco-fármaco 
podendo, por sua vez, potenciar efeitos aditivos, sinérgicos ou antagónicos (Teksin et al., 
2009).  
Suportando esta hipótese um estudo realizado a 500 consumidores regulares de S. divinorum 
reportou uma percentagem não significativa de 0,6 % de consumidores que sentiam 
dependência do consumo da planta (Baggott, Erowid, & Erowid, 2004) sendo que, até à 
atualidade, resultados similares foram obtidos por outros autores (Johnson & Griffiths, 1996). 
 
1.4.6.2. Efeitos antinociceptivos 
 
Um outro efeito farmacológico importante da SA é a sua capacidade de promover efeitos 
antinociceptivos associados a uma estimulação seletiva curta (até 20 min) dos KOR no SNC 
demonstrado em ratinhos em testes de “tail-flick” (McCurdy et al., 2006), nos quais se observou 
que antagonistas dos recetores opióides µ e ∆ não afetaram a resposta antinociceptiva da SA 
reforçando esta molécula como agonista puro dos KOR (John, French, & Erlichman, 2006).  
Num outro trabalho (Fichna et al., 2012) foram estudadas as respostas comportamentais à dor 
através da injeção intracardíaca de óleo de mostarda em ratinhos os autores observaram que a 
injeção intraperitoneal de SA apresentou efeitos antinociceptivos.  
A medicação opióide tem sido usada no tratamento da dor com elevadas taxas de sucesso. No 
entanto, como qualquer medicação tem efeitos positivos e negativos, estudos têm mostrado 
que certos medicamentos opióides podem causar dependência, problemas respiratórios, a 
necessidade de doses mais elevadas que poderá causar overdoses (Falla, 1999). Como descrito 
anteriormente, a SA apresenta efeitos antinociceptivos e ainda, não causa qualquer 
dependência e tem um perfil fisiológico seguro (Johnson et al., 2011), mostrando assim novas 
possibilidades para o desenvolvimento de novos opióides para o tratamento da dor. 
 
1.4.6.3. Doenças neurológicas 
 
Um outro efeito que foi reportado em vários casos e estudos prévios é o efeito antidepressivo 
da SA. Um destes casos foi uma mulher de 26 anos de idade diagnosticada com depressão 
crónica. Após fumar as folhas da S. divinorum demonstrou-se que esta tinha efeitos 
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antidepressivos. Esta paciente começou a consumir oralmente baixas doses de S. divinorum, 
três vezes ao longo da semana mastigando as folhas e mantendo-as na boca durante 15 a 30 
min e após 6 meses de consumo os sintomas da depressão foram anulados (Hanes, 2001). 
Estes efeitos antidepressivos foram demonstrados e confirmados em testes de nado forçado 
com ratos: doses entre 0,001 - 1000 μg/Kg induziram efeitos antidepressivos que foram inibidos 
com nor-binaltorfimina, um antagonista seletivo dos KOR (Braida et al., 2009). Contudo, um 
outro estudo também realizado em ratos demonstrou que doses mais elevadas de SA (2 mg/Kg) 
produziram efeitos depressivos, para além de uma diminuição na atividade locomotora e uma 
atenuação do comportamento (Ebner et al., 2010). Por estes motivos, alguns autores concluem 
que a SA poderá ser usada no tratamento da depressão em baixas doses. 
A SA apresenta ainda efeitos ansiolíticos em ratos tratados com doses entre 0,001 a 1000 μg/Kg 
enquanto doses mais altas (2 mg/Kg) produzem insuficiência cognitiva semelhante à cetamina, 
um potente agonista dos KOR, o que implica que os KOR possam estar envolvidos em alterações 
cognitivas em distúrbios psiquiátricos como a esquizofrenia (Braida et al., 2009; Nemeth et al., 
2015). 
Ainda disso, a SA demonstrou ainda ter um efeito neuroprotetor através do KOR e na modulação 
da expressão da aquaporina 4 em lesões cerebrais induzidas por isquemia prevenindo a 
formação de edema cerebral e a lesão neuronal no hipocampo, córtex e estriado (Xin et al., 
2016). Outros agonistas dos KOR demonstraram igualmente papéis neuroprotetores mas 
acompanhados de alguns efeitos secundários indesejados, ao contrário da SA, a qual pelo seu 
rápido metabolismo não demonstra provocar depressão respiratória tornando-a adequada para 
o tratamento de acidentes vasculares cerebrais, paragens cardíacas e asfixia (Su et al., 2012). 
 
1.4.6.4. Doenças gastrointestinais 
 
Capasso et al. (2008) descreveram que a SA inibe a motilidade gastrointestinal em ratos, 
acompanhados por uma inflamação do intestino (Capasso et al., 2008). Num outro estudo 
realizado pelos mesmos autores em íleo de porcos da índia, foi demonstrado que a SA induziu 
a inibição da transmissão colinérgica mio-entérica através da ativação KOR, sugerindo que S. 
divinorum, e SA, podem constituir uma base farmacológica para o tratamento de diarreia 
(Capasso et al., 2006).  
 
1.4.6.5. Agente anti-inflamatório 
 
Estudos realizados anteriormente mostraram que a SA despoletou efeitos anti-inflamatórios em 
dois modelos de colite em ratos, mediado pelos KOR e recetores CB1, tendo produzido ainda 
efeitos analgésicos em ratos com inflamação intestinal aguda (Fichna et al., 2012).  
Como descrito, a SA é um agonista seletivo dos KOR sem afinidade para os recetores 
canabinóides (Roth et al., 2002). Assim, a ativação do sistema canabinóide poderá ser devido 
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à formação de recetores heterodímeros de KOR-CB1 ou pela influência da sinalização 
intracelular em sequência. Com esta descoberta, estão a ser desenvolvidas novas substâncias 
baseadas na estrutura da SA, as quais misturam propriedades de agonistas do sistema 
opióide/canabinóide que modulam a atividade fisiológica de ambos os sistemas endógenos. 
Estes compostos poderão ser mais eficazes quando comparados com agonistas seletivos (Fichna 
et al., 2012). 
Os macrófagos são células importantes na vigilância do sistema imune que, quando ativadas, 
produzem moléculas bioativas, como os leucotrienos, um tipo de mediador inflamatório. Os 
leucotrienos estão envolvidos em várias doenças inflamatórias e autoimunes incluindo a asma, 
renite alérgica e doenças cardiovasculares (Rossi et al., 2016). A SA inibe a produção de 
leucotrienos em macrófagos ativados através de um mecanismo ainda desconhecido, 
envolvendo enzimas ou processos regulatórios na biossíntese de leucotrienos, sugerindo um 
novo mecanismo da SA como agente anti-inflamatório e possivelmente um tratamento para as 
doenças relacionadas com estas moléculas (Rossi et al., 2016). 
 
1.5. Fígado  
 
O fígado é um dos maiores órgãos no organismo humano, podendo pesar entre 2% a 3% do peso 
do corpo humano (Abdel-Misih & Bloomston, 2010). É considerado um órgão crucial no sistema 
digestivo e tem também um papel preponderante na metabolização e regulação do organismo. 
O fígado encontra-se alojado na parte inferior do diafragma no quadrante superior da cavidade 
abdominal e encontra-se protegido pelas costelas (Openstax College, 2013). 
É formado por 2 lóbulos primários, um lóbulo grande (direito) e um lóbulo mais pequeno 
(esquerdo). No lóbulo direito encontra-se um lóbulo inferior quadrado e um lóbulo posterior 
caudado. O fígado está ligado à parede abdominal e ao diafragma por 5 ligamentos (falciforme, 
coronário, 2 laterais e redondo) (Openstax College, 2013). 
A porta hepática é onde a artéria hepática e a veia porta hepática penetram no fígado. A artéria 
hepática entrega sangue oxigenado proveniente do coração para o fígado enquanto a veia porta 
hepática entrega sangue contendo nutrientes absorvidos no intestino delgado. Além disso, 
nutrientes, drogas, fármacos e toxinas são também nele absorvidos. Depois de processar 
substâncias nocivas e toxinas, o fígado liberta para o sangue nutrientes necessários parar outras 
células, que seguem a veia central e depois a veia hepática para a cava veia inferior. Com esta 
circulação pela porta hepática, todo o sangue envolvido na digestão passa através do fígado 
(Openstax College, 2013). 
As substâncias endógenas e exógenas no organismo que não sejam necessárias para a 
homeostase do organismo são metabolizadas para serem posteriormente eliminadas do 
organismo (Kuntz & Kuntz, 2008). 
O fígado é um órgão central na degradação e destoxificação de substâncias, porém algumas 
substâncias poderão tornar-se ativas após sofrerem metabolização, como por exemplo o 
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inseticida paratião, os radicais livres reativos resultantes da metabolização do tetracloreto de 
carbono ou o potencial carcinogénico do benzopireno, da aflatoxina e da nitrosamina (Kuntz & 
Kuntz, 2008). 
Apesar do composto bioativo de S. divinorum ser um composto que afeta maioritariamente o 
SNC porém, o sistema hepático, principalmente o fígado, é o órgão com uma maior capacidade 
de metabolização de substâncias exógenas e assim é de interesse científico perceber o efeito 
que a SA pode ter ao nível da citotoxicidade hepática e da expressão de certos genes de modo 
a entender melhor a sua farmacocinética e perceber que efeitos o seu consumo poderá ter no 
organismo. No presente estudo foram estudados os seguintes genes: citocromo C (Cit. C), 
algumas isoformas da família de CYP450, apolipoproteína B100 (Apo B100), carboxilesterase 1 
(Ces 1), e glucuronosiltransferase 1A1 (UGT 1A1). 
 
1.6. Proteínas Hepáticas 
 
O fígado expressa diversas proteínas hepáticas, porém, a seguir, serão apenas abordadas as que 
foram incluídas no presente estudo. 
 
1.6.1. Citocromo C 
 
O complexo citocromo pertence à família de proteínas do Cit. C e é uma proteína heme 
associada à membrana interior da mitocôndria (Akaberi, Mehri, & Iranshahi, 2015). O seu 
precursor, apocitocromo C é sintetizado nos ribossomas livres do citoplasma e pode ser 
incorporado espontaneamente na membrana exterior da mitocôndria. A interação entre o 
precursor e o citocromo heme liase leva à incorporação do grupo heme levando ao refold da 
proteína e à libertação para o espaço intermembranar da mitocôndria. Ao contrário dos outros 
citocromos, o Cit. C é altamente solúvel e é um componente essencial da cadeia transportadora 
de eletrões, na qual apresenta uma função bem específica de transferência de um eletrão entre 
o complexo III (ubiquinol: citocromo C oxidoredutase) e o complexo IV (citocromo oxidase). É 
uma molécula capaz de sofrer oxidação e redução porém não liga ao oxigénio ( Akaberi, Mehri, 
& Iranshahi, 2015; Cai, Yang, & Jones, 1998). 
O Cit. C é também um intermediário da apoptose, uma forma controlada de morte das células 
em desenvolvimento ou em resposta às infeções ou dano no ácido desoxirribonucleico (DNA). 
Porém, para o Cit. C se tornar num intermediário da apoptose necessita de passar por 2 
processos importantes: primeiro, necessita de perder a ligação com o lípido cardiolipina, que 
tem a função de ancorar proteínas na membrana celular. Durante a fase inicial da apoptose a 
produção de espécies reativas de oxigénio mitocondriais é estimulada, e a cardiolipina é 
oxidada pelo complexo funcional peroxidase cardiolipina-Cit. C. Esta oxidação leva à 
dissociação do Cit. C da cardiolipina permitindo que esta fique no seu estado solúvel. Dado que 
nesta altura o Cit. C se encontra num estado solúvel e numa forma livre, o último passo 
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necessário para se tornar intermediário da apoptose é, atingir o citoplasma da célula e isto 
apenas é possível após a permeabilização da membrana exterior da mitocôndria, facilitando 
assim a libertação do Cit. C para o citoplasma da célula através dos poros da membrana exterior 
da mitocôndria (Akaberi, Mehri, & Iranshahi, 2015; Ott et al., 2002). A libertação do Cit. C leva 
à ativação da caspase 9 e esta por sua vez irá ativar as caspases 3 e 7, ambas responsáveis pela 
destruição da célula (Soediono, 1989; Akaberi, Mehri, & Iranshahi, 2015).  
 
1.6.2. Citocromos P450  
 
Os genes dos CYP450 codificam uma família multigenética de monooxigenases com várias 
funções responsáveis pelo metabolismo oxidativo da fase I de um grande leque de substratos 
(Smith et al., 1998). Visto que possuem um grupo heme na sua estrutura, estas moléculas estão 
envolvidas na catalização de várias reações, como oxidação dos grupos C-, N-, e S- e 
desalquilação (Androutsopoulos, Tsatsakis, & Spandidos, 2009). 
As enzimas CYP450, famílias 1 a 4, podem ser encontradas no retículo endoplasmático onde, 
juntamente com a carbonil redutase (NADPH-450 redutase), constituem elementos principais 
no metabolismo de compostos. Apesar das reações mediadas pelas enzimas CYP450 serem 
processos de destoxificação, muitos compostos tornam-se ativos após o metabolismo de outros 
compostos por estas enzimas, dando origem a produtos de reação com maior toxicidade e 
mutagenicidade. (Smith et al., 1998). 
 
1.6.2.1. CYP450 isoforma 1A2  
 
A CYP450 isoforma 1A2 (CYP 1A2) é uma enzima quase exclusivamente expressa no fígado na 
ordem de 6 a 13 %, devido ao envolvimento do fatores nucleares dos hepatócitos (HNF) na sua 
regulação (Guengerich, 2015). Trata-se de uma isoforma que é induzida pelo fumo do tabaco e 
por alguns alimentos como, vegetais crucíferos, assados e grelhados.  
Estudos anteriores mostraram que a CYP 1A2 é a isoforma de CYP450 mais envolvida na 
bioativação de carcinogéneos (Guengerich, 2015). 
 
1.6.2.2. CYP450 isoforma 2D6  
 
A CYP 2D6 é uma enzima expressa principalmente no fígado, rondando os 5 % das enzimas 
CYP450 totais presentes neste órgão. Esta isoforma foi a primeira a ser identificada enquanto 
enzima envolvida no metabolismo de fármacos e xenobióticos (Guengerich, 2015), incluindo 
antiarrítmicos, antidepressivos e tem uma relevância especial nos medicamentos analgésicos, 
como a codeína e o tramadol (Bibi, 2008). 
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1.6.2.3. CYP450 isoforma 3A4  
 
A isoforma 3A4 da família CYP450 (CYP 3A4) é a enzima que desempenha a maior parte da 
metabolização de xenobióticos e outros compostos. Trata-se de uma isoforma que é expressa 
em vários tecidos como o fígado e o intestino, ambos locais de importância no que se refere ao 
metabolismo e absorção de drogas e xenobióticos, respetivamente. (Guengerich, 1999). 
Dado que possui grande espetro de substratos, esta isoforma é a responsável pela 
biotransformação de mais de 60 % dos fármacos comercialmente disponíveis.  
Estudos realizados mostraram que a expressão da CYP 3A4 é acentuadamente induzida tanto in 
vivo como in vitro em resposta a uma exposição de uma variedade de compostos (Lehmann et 
al., 1998). 
 
1.6.3. Apolipoproteína B100 
 
A apolipoproteina B (Apo B) é uma proteína de extrema relevância no metabolismo das 
lipoproteínas. A Apo B possui 2 isoformas, a B48 e a B100 em que, a primeira é sintetizada no 
intestino enquanto a Apo B100 é sintetizada no fígado pelos hepatócitos (Fisher et al., 1997; 
Welty et al., 1999; Young, 1990) 
A sua síntese ocorre principalmente com a formação da lipoproteína de muito baixa densidade 
(VLDL) entre outros componentes e, conforme é metabolizado à lipoproteína de baixa densidade 
(LDL) pelo organismo, a proteína Apo B100 funciona como ligando dos recetores hepáticos 
(recetores de LDL) para a captação e eliminação destas lipoproteínas pelo fígado ou pelo tecido 
extra-hepático (Young, 1990). 
Doenças genéticas relacionadas com a Apo B100 como a hipercolesterolemia ou a deficiência 
em Apo B100 estão associados a elevados níveis de LDL acumulados na circulação sanguínea 
devido a mutações nos recetores de LDL ou na ligação ao recetor (Borén et al., 1998). 
As concentrações de Apo B100 e LDL no sangue são considerados fatores de risco e estão 
correlacionados diretamente com distúrbios cardíacos (Fisher et al., 1997; Young, 1990).  
 
1.6.4. Carboxilesterase 1 
 
As Ces pertencem ao grupo das enzimas esterases de serina, responsáveis pela metabolização 
de substâncias em vários processos biológicos (Humerickhouse et al., 2000; Redinbo, Bencharit, 
& Potter, 2003). Estas moléculas podem ser encontradas em várias espécies animais e em 
diferentes tecidos e convertem substratos a ácidos carboxílicos solúveis em água de modo a 
facilitar a sua eliminação no organismo (Fleming et al., 2005; Humerickhouse et al., 2000). As 
Ces 1 humanas são hidrolases de serina que abrangem vários substratos, clivam ésteres 
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pequenos, tioésteres e ligações de ésteres e amidas e a sua principal função aparenta ser a 
metabolização de xenobióticos. Contudo, esta enzima participa ainda na metabolização do 
colesterol e ácidos gordos no fígado e atua sobre a proteína C reativa retendo-a no interior do 
retículo endoplasmático antes de ser libertada para o sangue (Fleming et al., 2005; Redinbo, 
Bencharit & Potter, 2003). A Ces 1 é sintetizada em vários tecidos /células tais como: intestino, 
rim, pulmões, coração, monócitos e macrófagos, sendo, no entanto, mais expressa no fígado 
onde tem maior impacto no metabolismo de xenobióticos e outros compostos endógenos tóxicos 
(Fleming et al., 2005; Redinbo, Bencharit & Potter, 2003). Além destes, vários outros compostos 
são metabolizados pela Ces 1 tais como: cocaína, heroína, meperidina, demerol, lidocaína e 
também a lovastatina para a sua forma ativa (Redinbo, Bencharit & Potter, 2003). 
 
1.6.5. Glucuronosiltransferase 1A1  
 
As reações de fase II representam um mecanismo de destoxificação para uma grande variedade 
de xenobióticos. A conjugação com o ácido glucurónico, conhecido também como 
glucuronidação, é uma das reações da fase II que é realizada por uma família de enzimas 
denominadas UGTs (Iyer et al., 1999; Rowland et al., 2008). As UGTs são predominante 
expressas no fígado e convertem substratos a substâncias mais hidrofílicas facilitando a sua 
eliminação renal ou biliar (Iyer et al., 1999; Marques & Ikediobi, 2010). Esta família divide-se 
em 2 famílias geneticamente diferentes, a UGT 1 e UGT 2 e subsequentemente nas subfamílias, 
UGT 1A, UGT 2A e UGT 2B (Marques & Ikediobi, 2010). A UGT 1A1 é a forma mais estudada 
devido à sua variabilidade genética e à sua relevância na eliminação metabólica da bilirrubina. 
A hiperbilirrubinemia e a encefalopatia são exemplos de doenças relacionadas com defeitos 
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2. Objetivos  
 
A S. divinorum, mais especificamente o seu componente bioativo SA têm despertado um grande 
interesse na comunidade científica não só pelas suas características mas como também as suas 
propriedades únicas. Apesar de a SA ser uma substância com maior impacto no SNC, não se 
pode excluir os efeitos do consumo desta substância no sistema hepático pois até a atualidade 
não existe nenhum estudo sobre os potenciais efeitos que a SA poderá ter no sistema hepático. 
Dado que o seu consumo pelo mundo tem aumentando, principalmente na comunidade juvenil, 
as suas preocupações também aumentaram devido a sua segurança como consequências para o 
organismo.  
Assim, com o presente estudo pretende-se avaliar em 2 linhas celulares consideradas modelos 
biológicos hepáticos nomeadamente a linha celular derivada de um adenocarcinoma hepático 
humano (Hep G2) e a linha celular humana hepática embrionária (WRL-68): 
- os efeitos da SA ao nível da viabilidade celular destas células através de ensaios com brometo 
de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazólio (MTT); 
- os efeitos da SA ao nível da expressão hepática dos genes Apo B100, Ces 1, CYP 1A2, 2D6, 3A4, 
Cit. C e UGT1A1, usando a técnica de PCR em tempo real. 
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3. Materiais e métodos 
 
3.1. Compostos, soluções e meios de cultura 
 
 40 mM de ácido clorídrico (HCl) em isopropanol 
 Agarose 
 Água tratada com dicarbonato de dietila (DEPC) 
 Água ultrapura (desionizada e bidestilada) 
 Azul de triptano (0,4 %) 
 Clorofórmio 
 DMSO 
 Ditiotreitol (DTT)  
 dNTPs (dATP, dCTP, dGTP e dTTP)  
 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose completo (DMEM-C) 
 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose incompleto (DMEM-I)  
 Etanol 70% 
 HCl 0,1 M  
 Isopropanol 
 L-Glutamina 200 mM 
 Mistura de antibióticos (Penicilina-Streptomicina-Anfotericina B)  
 MTT 
 Random hexamer mix 
 Reagente TRI 
 Salvinorina A 
 Solução de aminoácidos não-essenciais 
 Solução de antibiótico e antimicótico  
 Soro fetal bovino (FBS) 
 SYBR green  
 Tampão fosfato salino (PBS) 1X 
 Tampão RT 10X (250 mM Tris-HCl, pH 8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2) 
 Tampão Tris, acetato e ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) (TAE) 1X 
 Transcriptase reversa 
 Tripsina-EDTA 0,25 % 
 
  




 Câmara de fluxo laminar NUAIRE Class II 
 Centrífuga Minispin Plus Eppendorf 
 Centrífuga Sigma 3K18C 
 Estufa NUAIRE DHD Autoflow CO2 Air-Jacketed incubator 
 Hemocitómetro ou câmara de Neubauer 
 iCycler acoplado com um iQ5 Multicolor Real-Time PCR Detection System 
 Nanoespectrofotómeto Implen Nanophotometer  
 Leitor espectrofotométrico de microplacas EZ Read 400 
 Microscópio ótico composto Olympus CK40 
 
3.3. Linhas Celulares 
 
3.3.1.  Hep G2 
 
Trata-se de uma linha celular derivada de um adenocarcinoma hepático humano, Hep G2, cujas 
células foram isoladas a partir de um indivíduo caucasiano do sexo masculino com 15 anos de 
idade (Aden et al., 1979). Dada a sua origem humana e por permanecerem com atividade 
metabólica de xenobióticos, esta linha celular tem sido amplamente utilizada enquanto modelo 
biológico em estudos farmacológicos e toxicológicos (Cemazar et al., 2009). 
As células Hep G2 em condições ótimas de crescimento devem ser mantidas numa incubadora 
a 37 ºC com 5 % de CO2. O meio de cultura usado foi o DMEM-C, suplementado com 10 % de FBS, 




A linha celular humana hepática embrionária, WRL-68, foi patenteada em 1976 por Apostolov 
com a designação de células humanas epiteliais do fígado. Estas células apresentam uma 
morfologia muito semelhante à dos hepatócitos humanos, pelo que podem servir de modelo de 
estudo da função dos hepatócitos in vitro (Gutiérrez-Ruiz et al., 1994). 
A linha celular WRL-68 em condições ótimas de crescimento deve ser mantida numa incubadora 
a 37 ºC com 5 % de CO2 e deve ser mantida com meio de cultura DMEM-C suplementado com 10 
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3.4. Culturas celulares  
 
Para garantir a esterilização da zona de trabalho ligava-se sempre a lâmpada de UV da câmara 
de fluxo laminar por um período de 15 min anteriormente à sua utilização. Após este processo 
de esterilização ligava-se o fluxo vertical, a luz do interior da câmara e subia-se o vidro da 
câmara até ao limite indicado, aguardando 5 min para garantir a estabilização do fluxo laminar 
da câmara. De seguida, todo o interior da câmara de fluxo laminar era borrifado com etanol 70 
% e limpa toda a área de trabalho no seu interior.  
Todos os materiais e equipamentos dentro da sala de cultura eram sempre manipulados com 
luvas e, antes de iniciar o trabalho, todas as soluções eram pré-aquecidas num banho a 37 ºC 
e, após este período, todo o material a colocar no interior da câmara era borrifado com etanol 
70 %.  
No decorrer do manuseamento e tratamento das culturas celulares, teve-se sempre o especial 
cuidado de não passar com qualquer objeto por cima de soluções, frascos de cultura ou tubos 
abertos, sob pena das culturas celulares ficarem contaminadas. Além disso, durante o seu 
manuseamento, as tampas destes materiais eram colocadas voltadas para baixo pelo mesmo 
motivo.  
Após o término da manipulação das células no interior da câmara de fluxo laminar, caso o 
sistema de aspiração automático tenha sido utilizado, o mesmo era lavado com uma solução de 
lixívia e despejado o reservatório de resíduos. Além disso, todo o material utilizado era sempre 
descartado nos recipientes apropriados, limpa toda a área interior da câmara com etanol 70 %, 
fechada a câmara e desligada. No final, a lâmpada de UV era ligada por um período de 15 min 
de modo a assegurar a existência de condições de esterilidade no interior da câmara de fluxo 
laminar para o utilizador seguinte. 
 
3.4.1. Caraterização e preparação dos meios de cultura 
 
A composição dos meios de cultura é crucial para o crescimento e manutenção de culturas 
celulares. Existem inúmeras linhas celulares e nem todas possuem as mesmas caraterísticas de 
crescimento pelo que existem disponíveis, uma diversidade de meios de cultura com diferentes 
constituições. Normalmente os meios de cultura são compostos pelos constituintes básicos ao 
crescimento celular (aminoácidos, água, hidratos de carbono, lípidos, sais inorgânicos e 
suplementos), ainda que com concentrações variáveis, podendo ser suplementados, em 
particular com FBS, o qual apresenta na sua composição fatores de crescimento, fatores de 
adesão celular, albumina, anti-proteases e transportadores do ião Fe3+, entre outros 
constituintes, os quais são cruciais para o crescimento celular.  
Os meios usados no presente estudo foram os meios de cultura DMEM-C e DMEM-I. 
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3.4.2. Descongelamento e contagem de células 
 
Para cada uma das linhas celulares incluídas no estudo, uma alíquota de células preservada em 
azoto líquido, e contendo 1x106 células, foi descongelada num banho a 37 ºC durante 
aproximadamente 10 min, período após o qual o seu conteúdo foi transferido para um tubo de 
15 mL contendo 5 mL de meio de cultura apropriado. A suspensão foi centrifugada a 1250 
rotações por minuto (rpm) durante 4 min, após a qual, o sobrenadante foi descartado e 
ressuspendido o pellet em 1 mL de DMEM-C completo. De seguida, procedeu-se à contagem de 
células e foi transferido um volume da suspensão correspondente a 1x106 células para um frasco 
de cultura de 25 cm2 contendo 5 mL de DMEM-C. O frasco foi devidamente identificado com a 
identificação da linha celular, número da passagem da cultura, o acrónimo do utilizador e a 
data.  
Para a contagem celular, após a ressuspensão do pellet de células em 1 mL de meio de cultura, 
foram retirados 10 µL da suspensão celular para um microtubo, ao qual foram adicionados 10 
µL de azul tripano 0,4 %. De seguida, 10 µL da suspensão anterior foram colocados numa câmara 
de Neubauer ou hemocitómetro e procedeu-se à contagem do número de células viáveis num 
microscópio ótico composto, em cada um dos 4 quadrantes do hemocitómetro. Pelo facto do 
azul de tripano ser um corante, as células viáveis não o incorporam pelo que visualmente 
apresentam uma tonalidade mais brilhante e não azul. Para determinar a concentração de 
células presente na amostra foi aplicada a seguinte fórmula: 
 




A tripsinização é um procedimento que recorre à utilização de tripsina para permitir a 
dissociação das células aderentes em crescimento do material de plástico onde se encontram 
em cultura. Este procedimento foi aplicado sempre que as culturas celulares atingiram uma 
confluência de cerca de 90 - 95 %. Anteriormente à adição da tripsina, o meio de cultura 
presente nos frascos de cultura foi aspirado tendo, de seguida sido lavados com PBS 1X. Após 
este passo, o PBS 1X foi aspirado e adicionada a solução de tripsina-EDTA 0,25 %, deixando-se 
a atuar por um período de aproximadamente 5 min na estufa a 37 ºC, período após o qual se 
auxiliava o processo de dissociação através de ligeiras pancadas secas nos frascos de cultura. 
 O volume de tripsina a incubar com as culturas celulares diferiu de acordo com a área, sendo 
utilizados: para um frasco de cultura de 25 cm2 usou-se 2 mL, 4 mL nos frascos de cultura de 
75 cm2 e 8 mL em frascos de cultura de 175 cm2.  
Para parar a reação da tripsina, após as células se encontrarem em suspensão no frasco de 
cultura, adicionou-se duas vezes o volume de meio de cultura completo à suspensão e 
transferiu-se a todo o volume para um tubo de 15 mL ou 50 mL, tendo-se centrifugado a 1250 
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rpm durante 5 min. No final, descartou-se o sobrenadante e o pellet formado foi ressuspendido 
em 1 mL de DMEM-C. Após este passo, procedeu-se à contagem do número de células para sua 
posterior utilização.  
Ao longo deste trabalho foram descongelados tubos de criopreservação contendo cada uma das 
linhas celulares em estudo, Hep G2 e WRL-68. As células foram cultivadas em frascos de 25 cm2 
em meio de cultura apropriado com soro e, após atingirem uma confluência de 90 – 95 % foram 
tripsinizadas e colocadas num frasco de 75 cm2 até atingirem uma confluência semelhante à 
anterior, sendo posteriormente colocadas num frasco de cultura de 175 cm2. Em ambas as linhas 
celulares, neste procedimento foram feitas passagens de 1:4 a 1:6. 
Quando as culturas celulares atingiram a densidade desejada, as mesmas foram tripsinizadas e 
semeadas em placas de 96 e de 6 poços, para serem posteriormente incubadas com o composto 
em estudo e utilizadas nos protocolos de MTT e para extração de ácido ribonucleico (RNA) total. 
 Nas placas de cultura celular de 96 poços para a realização dos ensaios de MTT, foram 
colocados em cada 2,5 x 104 células por poço. Nas placas de cultura celular de 6 poços utilizadas 
posteriormente para a extração de RNA e posterior análise de expressão de genes foram 
adicionadas 4 x 105 células por poço. 
 
3.4.4.  Criopreservação 
 
O congelamento celular é um procedimento experimental através do qual se possibilita a 
criopreservação de linhas celulares. Ao longo do presente trabalho, este foi um procedimento 
realizado diversas vezes. Após a determinação do número de células, retirou-se o volume 
equivalente a 1 x 106 células e colocou-se no interior de um criotubo, perfazendo-se o volume 
de 1 mL com DMEM-C, com 10% de DMSO. Cada tubo de criopreservação, ou criotubo, foi 
identificado (designação da linha celular, número da passagem da cultura, nome do utilizador 
e data de criopreservação) e colocado durante 2 a 4 horas a -20 ºC, tendo sido posteriormente 
colocado a -80 ºC durante 2 a 3 dias e finalmente colocado em azoto líquido. 
 
3.5. Incubação das células com o composto 
 
3.5.1. Preparação das soluções de salvinorina A  
 
A solução stock de SA foi preparada em 1 mL de DMSO e 1 µL de HCl 0,1 M, numa concentração 
de 2,312 mM. A partir desta solução stock de SA foram preparadas soluções sucessivas com 
diferentes concentrações para os ensaios a realizar: 50 µM, 10 µM, 1 µM e 0,1 µM. Todas as 
soluções de trabalho foram preparadas em meio de cultura DMEM-I. 
 
 




A incubação das células com as soluções de SA foram realizadas em placas de cultura de 96 
poços (ensaio de MTT) e de 6 poços (extração de RNA total) e sempre que as culturas atingiram 
a confluência desejada (90 – 95 %).  
As incubações foram sempre precedidas de um período de 12 h de incubação das células com 
meio de cultura apropriado a cada linha celular, incompleto, ou seja, sem FBS 10 %. Após este 
período, o meio de cultura foi aspirado e as culturas celulares foram incubadas com SA 
previamente preparado em meio de cultura incompleto apropriado à linha celular, e pré-
aquecido a 37 ºC, nas concentrações e durante os períodos de tempo em estudo.  
As concentrações de SA e períodos de incubação incluídos no estudo de citotoxicidade foram: 
0, 0,1 µM, 1 µM, 10 µM e 50 µM durante 12, 24, 36, 48 e 72 h. 
As concentrações de SA e períodos de incubação incluídos no estudo de regulação da expressão 
de genes foram: 0 e 1 µM durante 12 h, 24 h e 72 h para ambas as linhas celulares (Hep G2 e 
WRL-68). 
 
3.6. Ensaio MTT 
 
3.6.1. Fundamento teórico 
 
O ensaio de MTT é um ensaio espetrofotométrico que permite avaliar a viabilidade e a 
proliferação celular em ensaios in vitro de uma população celular em resposta a um 
determinado fator externo. A redução do MTT (Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 
difeniltetrazólio) é amplamente aceite na comunidade científica como sendo um procedimento 
viável para avaliar a atividade metabólica de uma cultura celular. O MTT, de coloração 
amarela, é reduzido a formazano pelas células metabolicamente ativas por ação das enzimas 
desidrogenases mitocondriais e agentes redutores. A formação do formazano intracelular, de 
coloração roxa ou azulada, podendo ser solubilizado e quantificado por espetrofotometria.  
A redução do MTT apenas ocorre nas células viáveis, as quais, são capazes de reduzir o MTT em 
formazano, permitindo a sua quantificação e servindo como medida para avaliar a sua 
proliferação e viabilidade celular. 
 
3.6.2. Protocolo experimental 
 
Após o período de exposição das linhas celulares ao composto em estudo, aspirou-se o meio de 
cultura e lavaram-se os poços contendo as células com PBS 1X pré-aquecido a 37 ºC. Na ausência 
de luz adicionaram-se a cada poço 150 µL de MTT 0,5 mg/mL e incubaram-se as placas sob 
atmosfera húmida com 5 % de CO2 a 37 ºC durante 1 a 2 h. Após este período de incubação com 
a solução de MTT, a mesma foi aspirada e adicionaram-se e 150 µL de 40 mM HCl em isopropanol 
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para a solubilização dos cristais de formazano formados, tendo-se auxiliado o processo através 
da ressuspensão da solução com uma micropipeta. Posteriormente, todo o conteúdo dos poços 
foi transferido para uma nova placa de 96 poços e de seguida procedeu-se à leitura da sua 
absorvância num espetrofotómetro de microplacas a 570 nm. 
Cada ensaio foi feito em triplicado, no mínimo, e foram realizados três ensaios independentes. 
 
3.7. RNA total 
 
3.7.1.  Extração de RNA total 
 
Após a incubação de ambas as linhas celulares, Hep G2 e WRL-68, com as soluções de SA durante 
cada período de incubação incluído no estudo, o meio de cultura as células foi descartado e os 
poços contendo as células foram lavados com PBS 1X frio. Adicionou-se reagente TRI (500 
µL/poço) a cada um dos poços e com auxílio de um cellscrapper (raspador) desaderiram-se as 
células do fundo dos poços e a suspensão resultante foi transferida para microtubos de 1,5 mL 
previamente identificados, os quais foram armazenados a -80 ºC.   
No final de cada experiência, ou seja, aquando da recolha de todas as suspensões celulares de 
todos os tempos de incubação testados, as amostras foram descongeladas sobre gelo e 
adicionaram-se 200 µL de clorofórmio a cada microtubo, homogeneizando-se vigorosamente a 
mistura e deixando-se incubar durante 5 min à temperatura ambiente. De seguida, as amostras 
foram centrifugadas a 14 000 rpm durante 25 min a 4 ºC e, findo este período, observou-se a 
formação de três fases em cada microtubo: fase orgânica com cor rosa que contém proteínas e 
resíduos de fenol e clorofórmio; uma interfase contendo o DNA; e, por último, a fase aquosa 
(transparente) que contém o RNA.  
A fase aquosa foi recolhida para um novo microtubo previamente identificado ao qual se 
adicionaram 750 µL de isopropanol gelado, tendo-se, de seguida, homogeneizado a solução por 
inversão e incubado a -20 ºC durante 15 min para permitir a precipitação do RNA total presente 
na solução. De seguida, as amostras foram centrifugadas a 14 000 rpm durante 25 min a 4 ºC, 
descartou-se o sobrenadante e o RNA sob a forma de um precipitado de cor branca, foi lavado 
com 1 mL de etanol 70 % em água DEPC gelado. As amostras foram centrifugadas a 14 000 rpm 
durante 10 min a 4 ºC, descartou-se o sobrenadante e dissolveu-se o RNA (pellet) em água DEPC 
(20 µL/eppendorf). As amostas foram de seguida quantificadas e armazenadas a -80 ºC. 
 
3.7.2. Quantificação do RNA total 
 
A quantificação do RNA total foi realizada por espectrofotometria. Este equipamento fornece 
diretamente a concentração de RNA total (µg/µL) e a razão A260/A280, a qual fornece uma 
indicação do grau de pureza do RNA total, que deverá situar-se 1,8 e 2,1. 
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O grau de integridade do RNA total extraído foi ainda confirmado por eletroforese em gel de 
agarose (1%) em tampão TAE 1X, na qual o volume equivalente a 1 µg de RNA total extraído de 
cada amostra foi aplicada no gel, deixando que a reação decorresse por cerca de 30 min a 90 
V (migração das amostras do ânodo para o cátodo), e observando no final, no transiluminador, 
a formação das duas bandas caraterísticas do RNA total (28S e 18S). 
 
3.8. Síntese de cDNA 
 
Para a preparação de cDNA é necessário realizar uma transcrição reversa do RNA por ação da 
transcriptase reversa. Assim, a 1 µg de RNA total foi adicionada uma uma mistura de reação 
(20 µL) contendo tampão RT 10X (250 mM Tris-HCl, pH 8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2), random 
hexamer mix (125 ng/µL), 0,5 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP). Os tubos foram 
colocados num termociclador e foi efetuado um RT-PCR com o seguinte programa: 5 min a 65 
ºC, seguido de um período indeterminado a 4 ºC para permitir a adição de 3 µL de solução 
contendo 0,1 M de DTT e 200 U/µL de transcriptase reversa, após a qual se prosseguiu o 
programa com 60 min a 37 ºC, seguidos de 5 min a 75 ºC para haver a inativação da enzima. O 
cDNA foi recolhido e armazenado a -20 ºC para posterior utilização. 
 
3.9. PCR em tempo real 
 
A análise da expressão dos genes em estudo – Apo B100, Ces 1, CYP 1A2, 2D6, 3A4, Cit. C e UGT 
1A1, foi realizada por PCR em tempo real nas células Hep G2 e WRL-68 após incubação com 0 
e 1 µM de SA durante 12, 24 e 72 h. O gene gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi 
usado como gene endógeno para normalizar os níveis de expressão dos genes em estudo 
(controlo). As sequências dos primers utilizados no PCR estão indicados na tabela 2. Foram 
utilizadas as condições de preparação da reação indicadas na tabela 3 num volume de reação 
de 20 µL e segundo as condições de amplificação ótimas determinadas para cada linha celular 
e para cada gene em estudo descritas na tabela 4. 
As condições foram otimizadas tendo-se testado e otimizado a eficiência dos primers para cada 
um dos genes com diluições de cDNA (1:1; 1:10 e 1:100). 
Todas as reações foram realizadas num termociclador iCycler acoplado com um iQ5 Multicolor 
Real-Time PCR Detection System e a emissão de fluorescência do SYBR green foi determinada 
após cada ciclo e a quantidade relativa de mRNA amplificado quantificada usando o software 
iCycler. 
Cada experiência foi realizada em triplicado e os dados recolhidos e analisados resultaram de 
três experiências independentes. 
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Tabela 2. Sequência dos primers usados no PCR em tempo real. 
Primer Sequência 5’- 3’ 
hApo B100 fw atc cac atc acct cc aaa gc 
hApo B100 rv ctg agg ctg tcc aca ctg aa 
hCes 1 fw gca tct ggg gat tct tca gc 
hCes 1 rv ttc tcc tcc cgc tga ctc tc 
hCit. C fw cct cag gga gag gtg gct tt 
hCit. C rv agc cca agc aaa gag gga ac 
hCYP 1A2 fw ctg ggc act tcg acc ctt ac 
hCYP 1A2 rv gca gga ac caca gga acc tc 
hCYP 2D6 fw tct ctt gga caa agc cgt ga 
hCYP 2D6 rv gct ggg ata tgc agg agg ac 
hCYP 3A4 fw ccg agt gga ttt cct tca gc 
hCYP 3A4 rv agg tgg gtg gtg cct tat tg 
hGAPDH fw cgc cag ccg agc cac atc 
hGAPDH rv cgc cca ata cga cca aat ccg 
hUGT 1A1 fw cct tgc ctc aga att cct tc 
hUGT 1A1 rv att gat ccc aaa gag aaa acc ac 
 
Tabela 3. Condições de reação usadas no PCR em tempo real para cada gene (Apo B100, Ces 1, CYP 1A2, 
CYP 2D6, CYP 3A4, Cit. C, GAPDH and UGT 1A1) em cada uma das linhas celulares (Hep G2 e WRL-68). 
Gene Condições de reação 
Hep G2 
hApo B100 10 µL SYBR green, 3 pmol primer fw e rv; 1 µL cDNA 
hCes 1 10 µL SYBR green, 3 pmol primer fw e rv; 1,5 µL cDNA 
hCit. C 10 µL SYBR green, 2 pmol primer fw e rv; 1 µL cDNA 
hCYP 1A2 10 µL SYBR green, 2,5 pmol primer fw e rv; 1 µL cDNA 
hCYP 2D6 10 µL SYBR green, 3 pmol primer fw e rv; 1 µL cDNA 
hCYP 3A4 10 µL SYBR green, 3 pmol primer fw e rv; 1 µL cDNA 
hGAPDH 10 µL SYBR green, 3 pmol primer fw e rv; 1 µL cDNA 
hUGT 1A1 10 µL SYBR green, 5 pmol primer fw e rv; 1,5 µL cDNA 
WRL-68 
hApo B100 10 µL SYBR green, 4 pmol primer fw e rv; 1 µL cDNA 
hCes 1 10 µL SYBR green, 3 pmol primer fw e rv; 1,5 µL cDNA 
hCit. C 10 µL SYBR green, 3 pmol primer fw e rv; 1 µL cDNA 
hCYP 1A2 10 µL SYBR green, 4 pmol primer fw e rv; 1 µL cDNA 
hCYP 2D6 10 µL SYBR green, 3 pmol primer fw e rv; 1 µL cDNA 
hCYP 3A4 10 µL SYBR green, 4 pmol primer fw e rv; 1,5 µL cDNA 
hGAPDH 10 µL SYBR green, 3 pmol primer Fw e Rv; 1 µL cDNA 
hUGT 1A1 10 µL SYBR green, 5 pmol primer Fw e Rv; 1 µL cDNA 
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Tabela 4. Condições de amplificação usadas no PCR em tempo real para cada gene (Apo B100, Ces 1, CYP 
1A2, CYP 2D6, CYP 3A4, Cit. C, GAPDH and UGT 1A1) em cada uma das linhas celulares (Hep G2 e WRL-
68). 
Gene Condições de amplificação 
Hep G2 
hApo B100 3 min a 95 ºC; 40 ciclos (15 sec a 95ºC; 30 sec a 63 ºC; 30 sec a 72 ºC) 
hCes 1 3 min a 95 ºC; 40 ciclos (15 sec a 95ºC; 30 sec a 64 ºC; 30 sec a 72 ºC) 
hCit. C 3 min a 95 ºC; 40 ciclos (15 sec a 95ºC; 30 sec a 63 ºC; 30 sec a 72 ºC) 
hCYP 1A2 3 min a 95 ºC; 40 ciclos (15 sec a 95ºC; 30 sec a 63 ºC; 30 sec a 72 ºC) 
hCYP 2D6 3 min a 95 ºC; 40 ciclos (15 sec a 95ºC; 30 sec a 63 ºC; 30 sec a 72 ºC) 
hCYP 3A4 3 min a 95 ºC; 45 ciclos (15 sec a 95ºC; 30 sec a 63 ºC; 30 sec a 72 ºC) 
hGAPDH 3 min a 95 ºC; 40 ciclos (15 sec a 95ºC; 30 sec a 63 ºC; 30 sec a 72 ºC) 
hUGT 1A1 3 min a 95 ºC; 45 ciclos (15 sec a 95ºC; 30 sec a 60 ºC; 30 sec a 72 ºC) 
WRL-68 
hApo B100 3 min a 95 ºC; 45 ciclos (15 sec a 95ºC; 30 sec a 60 ºC; 30 sec a 72 ºC) 
hCes 1 3 min a 95 ºC; 45 ciclos (15 sec a 95ºC; 30 sec a 63 ºC; 30 sec a 72 ºC) 
hCit. C 3 min a 95 ºC; 40 ciclos (15 sec a 95ºC; 30 sec a 63 ºC; 30 sec a 72 ºC) 
hCYP 1A2 3 min a 95 ºC; 40 ciclos (15 sec a 95ºC; 30 sec a 63 ºC; 30 sec a 72 ºC) 
hCYP 2D6 3 min a 95 ºC; 40 ciclos (15 sec a 95ºC; 30 sec a 63 ºC; 30 sec a 72 ºC) 
hCYP 3A4 3 min a 95 ºC; 45 ciclos (15 sec a 95ºC; 30 sec a 63 ºC; 30 sec a 72 ºC) 
hGAPDH 3 min a 95 ºC; 40 ciclos (15 sec a 95ºC; 30 sec a 63 ºC; 30 sec a 72 ºC) 
hUGT 1A1 3 min a 95 ºC; 45 ciclos (15 sec a 95ºC; 30 sec a 60 ºC; 30 sec a 72 ºC) 
 
 
3.9. Tratamento Estatístico 
 
A percentagem relativa de viabilidade celular (% CV) após incubação das células com SA foi 
calculada a partir das absorvâncias obtidas após a realização dos ensaios de MTT de acordo com 
a seguinte expressão: 
 
% CV = (média da absorvâncias após incubação com o composto/ média das absorvâncias dos 
controlos) x 100.  
 
Estes valores foram comparados com células incubadas com 0 µM de SA (controlo) usando o 
teste t-Student, no qual se avaliou a existência de diferenças significativas em termos de 
viabilidade celular entre controlos e células expostas ao composto em estudo. Os valores foram 
considerados estatisticamente significativos para p<0,05(*). 
 
Os  dados  recolhidos  no PCR em tempo  real  foram  analisados  através do método de Pfaffl:  
2 –(∆∆Ct) (Pfaffl, 2001), que permite determinar as diferenças nos níveis de expressão entre o 
controlo e células tratadas tendo em conta as eficiências das reações e o gene de referência 
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GAPDH. Os dados obtidos foram tratados através da realização de testes t-Student considerando 
um resultado estatisticamente significativo quando p<0,05(*). 
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4. Resultados e Discussão 
 
4.1. Avaliação da citotoxicidade da Salvinorina A 
 
Conforme o objetivo do presente trabalho, as células Hep G2 e WRL-68 foram incubadas com 
SA de modo a avaliar o efeito que este composto tem na viabilidade e proliferação celulares 
destas células. 
Com base em estudos realizados anteriormente pelo grupo, definiram-se as concentrações e 
tempos de incubação a analisar: 0, 0,1, 1, 10 e 50 µM de SA e períodos de incubação de 12, 24, 
36, 48 e 72 h. Os resultados obtidos estão representados e descritos nas tabelas e figuras 
seguintes. 
 
Tabela 5. Viabilidade celular relativa (%) das células Hep G2 após incubação com 0, 0,1, 1, 10 e 50 µM de 
SA durante 12, 24, 36, 48 e 72 h. Os valores apresentados correspondem à média da percentagem nas 
experiências realizadas ± desvio-padrão e as diferenças foram consideradas significativas quando 
p<0,05(*). 




12 24 36 48 72 
0 (controlo) 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 
0,1 89,4 ± 10,0 92,9 ± 9,3 92,5 ± 5,6 101,5 ± 14,9 95,0 ± 9,7 
1 94,8 ± 9,4 92,2 ± 4,6 100,3 ± 8,3 106, ± 2,8 97,7 ± 8,6 
10 91,5 ± 11,6 94,2 ± 9,9 98,7 ± 3,6 92,5 ± 7,7 66,1 ± 12,6* 
50 86,3 ± 6,7 88,6 ± 8,7 99,9 ± 7,0 88,7 ± 5,2 65,3 ± 6,2* 
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Figura 3. Gráfico da viabilidade celular relativa (%) das células Hep G2. Os valores apresentados 
correspondem à média da percentagem nas experiências realizadas ± desvio-padrão e as diferenças foram 
consideradas significativas quando p<0,05(*). 
Como pode observar-se na tabela 5 e figura 3, respeitantes à incubação das células Hep G2 com 
SA, verificou-se que as concentrações mais elevadas nomeadamente, 10 e 50 µM, promoveram 
uma diminuição significativa na sua viabilidade celular relativa após 72 h de incubação.  
Conforme se pode observar nas mesmas, a incubação destas células com 0,1 e 1 µM de SA não 
afetou a viabilidade celular para qualquer um dos tempos de incubação estudados. Além disso, 
o tempo de incubação das Hep G2 com o composto é de extrema importância na medida em 
que a sua viabilidade celular apenas é afetada para períodos de incubação superiores a 48 h, e 
para as concentrações de 10 e 50 µM de SA. 
No geral, estes resultados são concordantes com os por Martinho et al. (2015) (Martinho, Silva, 
& Gallardo, 2015) após a incubação da mesma linha celular com SA. De facto, os autores 
observaram um decréscimo na viabilidade celular para as mesmas concentrações, mas para 
períodos de incubação inferiores (logo após 12 h de incubação).  
Uma possível justificação para as diferenças encontradas entre os dois estudos realizados com 
a mesma linha celular pode residir no facto de ambos terem sido conduzidos com as células em 
números de passagem de cultura distintos o que pode de alguma forma afetar a sensibilidade 
das mesmas para o mesmo composto. Ainda assim, no geral, a conclusão geral retirada de 
ambos os estudos é semelhante na medida em que em ambos se pode concluir que 50 µM de SA 
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Tabela 6. Viabilidade celular relativa (%) das células WRL-68 após incubação com 0, 0,1, 1, 10 e 50 µM de 
SA durante 12, 24, 36, 48 e 72 h. Os valores apresentados correspondem à média da percentagem nas 
experiências realizadas ± desvio-padrão e as diferenças foram consideradas significativas quando 
p<0,05(*). 




12 24 36 48 72 
0 (controlo) 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 
0,1 100,1 ± 10,3 98,2 ± 10,0 104,5 ± 6,9 105,1 ± 7,1 117,2 ± 3,1 
1 103,2 ± 8,7 93,9 ± 5,9 107,4 ± 9,7 101,8 ± 11,5 114,3 ± 4,0 
10 97,7 ± 6,5 87,9 ± 9,1 99,8 ± 5,1 94,3 ± 9,3 105,5 ± 2,5 
50 88,8 ± 5,1 69,5 ± 6,0* 63,7 ± 5,5* 50,0 ± 4,5* 49,7 ± 2,1* 
 
 
Figura 4. Gráfico da viabilidade celular relativa (%) das células WRL-68. Os valores apresentados 
correspondem à média da percentagem nas experiências realizadas ± desvio-padrão e as diferenças foram 
consideradas significativas quando p<0,05(*). 
Com base nos resultados da tabela 6 e figura 4, respeitantes à exposição da linha celular WRL-
68 a várias concentrações de SA, podemos observar que as concentrações 0,1, 1 e 10 µM não 
apresentaram qualquer efeito na viabilidade celular para qualquer dos períodos de incubação 
testados. Contudo, na incubação destas células com a concentração mais elevada de SA, 50 µM, 
observou-se uma diminuição na viabilidade celular relativa para períodos de incubação 
superiores a 12 h, tendo diminuído para 69,5 ± 6,0 %, 63,4 ± 5,5 %, 50,0 ± 4,5 % e 49,7 ± 2,1 % 
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Em geral, dos resultados obtidos observou-se que 50 µM de SA são citotóxicas para ambas as 
linhas celulares estudadas em particular para períodos de incubação mais longos. Pelo 
contrário, 10 µM parecem promover uma diminuição da viabilidade celular apenas nas células 
Hep G2, indicando que estas células são mais sensíveis à exposição ao composto a 10 µM.  
Pelos resultados obtidos para a incubação das células com as concentrações mais baixas de SA, 
0,1 e 1 µM, para qualquer uma das linhas celulares, Hep G2 e WRL-68, observou-se que estas 
não afetaram a sua viabilidade celular relativa, podendo concluir-se que estas concentrações 
de SA não induzem qualquer citotoxicidade nestas linhas celulares.  
Ainda, pelos resultados obtidos, foi também possível verificar que as células WRL-68 parecem 
ter uma considerável resistência ao composto, comparativamente com as Hep G2, na medida 
em que se observaram menos interferências na viabilidade celular destas células e, quando 
observadas, as mesmas foram, de um modo geral, de menor impacto em termos percentuais.  
Estudos realizados anteriormente têm indicado que a SA apresenta baixa toxicidade (Martinho, 
Silva & Gallardo, 2015; Mowry, Mosher, & Briner, 2003). Siebert et al. (1994) demonstrou que 
o consumo de 200 a 500 µg de SA são suficientes para atingir os intensos efeitos psicoativos 
(Siebert, 1994). 
Com base nisto, e considerando que a percentagem de SA presente por grama de folhas frescas 
de S. divinorum é de aproximadamente 0,2 % (Shirota, Nagamatsu & Sekita, 2006), podemos 
inferir que 10 µM de SA contêm 432 µg de SA e 50 µM 2 160 µg SA, o que equivale, em termos 
de S. divinorum, a 216 µg e 1,08 g, respetivamente. Ou seja, de acordo com os resultados 
obtidos a partir deste estudo in vitro, a concentração mais citotóxica é a de o que equivale a 
aproximadamente 1 g de SA, a qual já se encontra fora dos intervalos de consumo habituais. 
 
4.2. Avaliação da expressão de genes 
 
A análise da expressão hepática dos genes Apo B100, Ces 1, Cit. C, CYP 1A2, 2D6, 3A4 e UGT 
1A1 nas linhas celulares Hep G2 e WRL-68 após a sua incubação com 0 e 1 µM de SA durante 12, 
24 e 72 h foi feita por PCR em tempo real, o qual permite analisar diferenças entre níveis de 
expressão génica. O gene GAPDH foi usado como controlo endógeno para normalizar os níveis 
de expressão dos genes em estudo.  
Apesar de 10 µM de SA apenas induzir citotoxicidade nas células Hep G2 após 72 h de incubação, 
optou-se por excluir esta concentração nos estudos de expressão hepática de genes em 
qualquer das linhas celulares estudadas, de modo a possibilitar a sua análise, sempre partindo 
do princípio que as diferenças observadas na expressão de mRNA dos genes estudados se deve 
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Tabela 7. Expressão relativa dos genes Apo B100, Ces 1, Cit. C, CYP 1A2, CYP 2D6, CYP 3A4 e UGT 1A1 
nas células Hep G2. Os valores apresentados correspondem à média da expressão relativa ± desvio-padrão 
após a incubação com 0 e 1 µM de SA durante 12, 24, 72 h e as diferenças foram consideradas significativas 
quando p<0,05(*). 
Gene 




12 24 72 
Apo B100 
0 (controlo) 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 
1 1,3 ± 0,0* 1,0 ± 0,0 0,8 ± 0,1 
Ces 1 
0 (controlo) 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 
1 1,1 ± 0,3 1,2 ± 0,0* 1,1 ± 0,4 
Cit. C 
0 (controlo) 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 
1 2,3 ± 0,1* 0,4 ± 0,1* 1,1 ± 0,5 
CYP 1A2 
0 (controlo) 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 
1 2,9 ± 0,8* 0,4 ± 0,2* 0,6 ± 0,1* 
CYP 2D6 
0 (controlo) 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 
1 3,3 ± 0,4* 0,4 ± 0,1* 1,0 ± 0,5 
CYP 3A4 
0 (controlo) 1,0 ± 0,1 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 
1 1,2 ± 0,2 0,8 ± 0,1* 0,4 ± 0,0* 
UGT 1A1 
0 (controlo) 1,0 ± 0,1 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 
1 1,2 ± 0,5 1,9 ± 0,4* 0,6 ± 0,2* 
 
 
Figura 5. Gráfico da expressão relativa dos genes Apo B100, Ces 1, Cit. C, CYP 1A2, CYP 2D6, CYP 3A4 e 
UGT 1A1 nas células Hep G2. Os valores apresentados correspondem à média da expressão relativa ± 
desvio-padrão após a incubação com 0 e 1 µM de SA durante 12, 24, 72 h e as diferenças foram consideradas 
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Com base no exposto anteriormente, e de acordo com os dados fornecidos pela tabela 7 e figura 
5, observou-se que na linha celular Hep G2, a incubação com 1 µM de SA promoveu um ligeiro 
aumento na expressão de Apo B100 (1,3 ± 0,0) e Ces 1 (1,2 ± 0,0) após 12 h e 24 h, 
respetivamente, de incubação com o composto, retornando para os seus níveis basais em 
tempos de incubação superiores. 
Em relação à expressão de mRNA de Cit. C nas mesmas células observou-se um significativo 
aumento na sua expressão logo após 12 h de incubação com o composto (2,3 ± 0,1), tendo sido 
contrariado após 24 h (0,4 ± 0,1) e retornado para níveis basais após 72 h de incubação com SA. 
No que respeita à expressão das isoformas do CYP450 observaram-se algumas variações ao longo 
dos tempos de incubação estudados sendo que: após 12 h foi observado um aumento na 
expressão relativa de mRNA da CYP 1A2 (2,9 ± 0,8) e CYP 2D6 (3,3 ± 0,4); após a incubação de 
24 h foi observada uma diminuição da expressão para todas as isoformas, em particular da 
CYP1A2 e da CYP 2D6 (CYP 1A2: 0,4 ± 0,2; CYP 2D6: 0,4 ± 0,1; CYP 3A4: 0,8 ± 0,1); e, após 72 
h de incubação observou-se a manutenção de níveis de expressão reduzidos (comparativamente 
com o controlo) apenas nas isoformas 1A2 e 3A4, 0,6 ± 0,1 e 0,4 ± 0,0, respetivamente.  
Por último, no que se refere à expressão relativa de mRNA da UGT 1A1 observou-se um aumento 
significativo da sua expressão após 24 h de incubação com 1 µM de SA (1,9 ± 0,4) seguido de 
um decréscimo bastante significativo às 72 h (0,6 ± 0,2). 
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Tabela 8. Expressão relativa dos genes Apo B100, Ces 1, Cit. C, CYP 1A2, CYP 2D6, CYP 3A4 e UGT 1A1 
nas células WRL-68. Os valores apresentados correspondem à média da expressão relativa ± desvio-padrão 




Figura 6. Gráfico da expressão relativa dos genes Apo B100, Ces 1, Cit. C, CYP 1A2, CYP 2D6, CYP 3A4 e 
UGT 1A1 nas células WRL-68. Os valores apresentados correspondem à média da expressão relativa ± 
desvio-padrão após a incubação com 0 e 1 µM de SA durante 12, 24, 72 h e as diferenças foram consideradas 



























































12 24 72 
Apo B100 
0 (controlo) 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 
1 1,5 ± 0,4* 1,0 ± 0,00 1,3 ± 0,1 
Ces 1 
0 (controlo) - - - 
1 - - - 
Cit. C 
0 (controlo) 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 
1 0,6 ± 0,0* 2,0 ± 0,3* 0,5 ± 0,0* 
CYP 1A2 
0 (controlo) 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 
1 1,0 ± 0,2 1,2 ± 0,0* 1,8 ± 0,0* 
CYP 2D6 
0 (controlo) 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 
1 1,4 ± 0,3 1,8 ± 0,3 1,2 ± 0,3 
CYP 3A4 
0 (controlo) 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 
1 2,2 ± 0,3* 0,9 ± 0,4 0,9 ± 0,3 
UGT 1A1 
0 (controlo) 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 
1 3,7 ± 1,1* 0,6 ± 0,2* 0,1 ± 0,0* 
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Conforme mencionado atrás, a análise da expressão hepática de genes foi também realizada 
na linha celular WRL-68. Conforme constante na tabela 10 e figura 8 a incubação das células 
WRL-68 com 1 µM de SA promoveu um aumento da expressão relativa de mRNA das Apo B100 e 
CYP 3A4, logo após 12 h de incubação com o composto (1,5 ± 0,4 e 2,2 ± 0,3, respetivamente) 
tendo os mesmos sido anulados nos períodos de tempo subsequentes. 
Por outro lado, nestas células não foi detetada a expressão de Ces 1, indicando que as mesmas 
não expressam este gene. Além disso, após uma pesquisa realizada na literatura, não foram 
identificados trabalhos anteriores nos quais tivessem analisado a expressão deste gene nestas 
células. 
No que respeita à expressão relativa de mRNA de Cit. C os resultados obtidos mostraram que, 
com exceção para as 24 h de incubação na qual a expressão relativa dobrou, a incubação das 
células com SA promoveu a sua diminuição, comparativamente com o controlo (12 h: 0,6 ± 0,0; 
72 h: 0,5 ± 0,0). 
De acordo com os resultados foi ainda observado que também a expressão relativa de mRNA 
das isoformas do CYP450 foi alterada após exposição das células WRL-68 a 1 µM de SA. De facto, 
observou-se que o CYP 1A2 aumentou após 24 h (1,2 ± 0,0) e 72 h (1,8 ± 0,0) de incubação com 
o composto enquanto a isoforma 2D6 revelou não sofrer alterações significativas na sua 
expressão relativa.  
Por último, também o gene UGT 1A1 sofreu alterações ao nível da sua expressão relativa sendo 
que: aumentou bastante significativamente após 12 h de incubação (3,7 ± 1,1), tendo esse 
aumento sido anulado e contrariado após 24 h (24 h: 0,6 ± 0,2) e tornou-se quase nulo após 72 
h (0,1 ± 0,0).  
 
4.3. Comparação da expressão de genes nas linhas celulares 
estudadas  
 
Apesar alguns autores considerarem a SA uma substância com um perfil seguro, pouco se sabe 
acerca dos seus potenciais efeitos a nível hepático, em particular quando consumida 
regularmente e por períodos de tempo prolongados. 
De acordo com os objetivos definidos no presente estudo os dados obtidos através da análise 
da expressão relativa de Apo B100, Ces 1, Cit. C, CYP 1A2, CYP 2D6, CYP 3A4 e UGT 1A1 nas 
linhas celulares Hep G2 e WRL-68 revelaram, pela primeira vez, alguns dos potenciais efeitos 
hepáticos resultantes do consumo de S. divinorum. Assim, apesar de se tratar de um estudo in 
vitro, e como tal com todas as limitações advindas da utilização deste tipo de modelos 
biológicos, puderam observar-se diversas alterações ao nível da expressão relativa dos genes 
em estudo, as quais, a serem corroboradas através de estudos in vivo, poderão ter um papel 
preponderante a nível hepático (Tabela 9). 
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O gene Apo B100 codifica para uma proteína essencial no metabolismo dos lípidos na formação 
de LDL e uma diminuição na sua expressão pode induzir certas doenças como a 
hipercolesterolemia. Assim pela análise obtida do gene Apo B100 nas linhas celulares em estudo 
verificou-se que, após o período de incubação menor, nas Hep G2 e WRL-68, a sua expressão 
relativa aumentou ligeiramente, tendo este efeito sido anulado nos períodos de tempo 
subsequentes.  
Num estudo realizado em ratinhos transgénicos foi mostrado que a sobrexpressão de Apo B100 
resultou num aumento do colesterol LDL e numa diminuição do colesterol HDL no sangue 
(Mccormick et al., 1996). Num outro estudo realizado em vacas, os seus autores concluiram que 
níveis diminuídos da expressão de Apo B100 são responsáveis pela acumulação de lípidos no 
fígado (Basiricò et al, 2009).  
Pal et al. (2003) mostrou também que as substâncias polifenólicas presentes no vinho tinto na 
linha celular Hep G2 promoveram o aumento da expressão do recetor LDL e a inibição da 
secreção de Apo B100 diminuindo os níveis intracelulares de colesterol (Pal et al., 2003). 
Com base nestes estudos, e de acordo com os resultados obtidos, pode inferir-se que os efeitos 
da exposição prolongada a SA ao nível da expressão de Apo B100 poderão não ser benéficos, 
porém seriam necessário outros estudos para entender melhor o efeito que a SA possui no 
metabolismo dos lípidos. 
 
O gene Ces 1 codifica uma enzima importante envolvida no metabolismo de xenobióticos e 
outras substâncias endógenas tóxicas para o organismo. A sua sobrexpressão pode estar 
correlacionada com maior metabolização de xenobióticos com consequente diminuição dos seus 
efeitos prejudiciais para o organismo (Fleming et al., 2005).  
De acordo com os resultados, apenas na linha celular Hep G2 foi observado um ligeiro aumento 
na sua expressão relativa após 24 h de incubação com 1 µM de SA, uma vez que nas WRL-68, a 
expressão deste gene nem tão pouco foi detetada. 
No presente estudo, os resultados indiciam que, à partida, este gene não deverá ser um alvo 
primordial da SA. 
 
A proteína Cit. C está envolvida, entre outros, nos mecanismos apoptóticos das células e na 
respiração celular, a qual constitui um processo crucial para a sobrevivência celular e no qual 
o Cit. C é um dos componentes seus indispensáveis (Hüttemann et al., 2011). No caso das WRL-
68 observou-se que a sua incubação com 1 µM de SA promoveu uma diminuição da sua expressão 
para 12 h de incubação, tendo esta sido contrariada apos 24 h para aproximadamente o dobro, 
comparativamente com o controlo. No entanto, para períodos de incubação mais longos (72 h) 
a expressão do Cit. C voltou a ficar drasticamente comprometida (0,5 x). Por sua vez, nas 
células Hep G2 para períodos de incubação mais curtos foi observado um aumento na expressão 
deste gene, a qual foi também nestas células contrariado para períodos de incubação mais 
longos.  
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Considerando o papel desta molécula no organismo no geral, e na sobrevivência celular em 
particular, poderá inferir-se que as alterações na expressão do Cit. C resultantes do consumo 
de SA poderão ter um impacto bastante significativo no organismo.  
 
As isoformas do CYP450 incluídas neste estudo estão todas envolvidas no metabolismo de vários 
compostos. Por isso, a sua biodisponibilidade é importante para que potenciais compostos 
adversos possam ser metabolizados e eliminadas do organismo (Smith et al., 1998). De facto, é 
notável que o metabolismo de diversos compostos esteja reduzido em várias patologias 
hepáticas, maioritariamente devido às enzimas do CYP450 terem a sua expressão alterada 
(George et al., 1995).  
Dos resultados obtidos observou-se que, nas células WRL-68, a expressão relativa da isoforma 
1A2 aumentou a partir das 24 h de incubação com SA enquanto nas Hep G2 existe um aumento 
após as 12 h de incubação, tendo-se seguido uma diminuição nos períodos de tempo mais longos.  
Considerando que esta isoforma está envolvida no metabolismo da SA é de esperar que estas 
alterações na sua expressão tenham também elas efeitos ao nível do seu metabolismo hepático. 
Em relação à isoforma 2D6 não foi observada qualquer alteração em termos da sua expressão 
relativa nas células WRL-68 após exposição a SA, enquanto, nas células Hep G2 se observou um 
aumento após 12 h de incubação, tendo-se seguido uma diminuição para cerca de metade às 
24 h, a qual foi anulada às 72 h. 
Considerando o papel da CYP 2D6 no metabolismo de fármacos e xenobióticos (Correia & 
Hollenberg, 2015), incluindo antiarrítmicos, antidepressivos e analgésicos (Bibi, 2008) pode 
concluir-se acerca da sua relevância em termos da sua regulação pela SA.  
Por último, a expressão de mRNA CYP 3A4 nas células Hep G2 diminuiu após 24 h de incubação 
com 1 µM de SA. Já nas WRL-68 observou-se um aumento período de incubação mais curto 
mantendo-se inalterada nos seguintes.  
Em geral, alterações relacionadas com a expressão das isoformas do CYP450 estão relacionadas 
diretamente com a taxa de metabolização das substâncias que essas enzimas têm como 
substratos preferenciais. Por isso, o consumo de SA poderá ser benéfico em certos casos e 
prejudicial noutros. 
De facto, dado que se trata de uma isoforma que é acentuadamente induzida tanto in vivo 
como in vitro em resposta a uma exposição de uma variedade de compostos (Lehmann et al., 
1998), apresenta um grande espetro de substratos e é responsável pela biotransformação de 
mais de 60 % dos fármacos comercialmente disponíveis, é de esperar que as alterações na sua 
expressão aqui reportadas, a serem confirmadas in vivo, tenham impacto para o organismo. 
 
A UGT 1A1 está envolvida nas reações de fase II de destoxificação do organismo a substâncias 
que possam danificar o organismo. Nas células WRL-68 e Hep G2 observou-se um aumento na 
sua expressão após 24 h e 12 h respetivamente, contrariados com uma diminuição posterior da 
expressão deste gene que, no caso das WRL-68 quase foi nulo após 72 h de incubação. Dado 
que a UGT 1A1 é a única enzima que metaboliza a bilirrubina, uma diminuição da sua expressão 
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poderá conduzir a icterícia (hiperbilirrubinemia), a qual, quando não controlada, pode alcançar 
o cérebro e provocar danos neurológicos graves (Sumida et al., 2013).  
De um modo geral, os resultados obtidos, indiciam que o consumo prolongado de SA poderá 
conduzir a uma diminuição da expressão de UGT 1A1 a qual poderá ter um impacto bastante 
significativo no organismo. 
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5. Conclusões e Perspetivas futuras 
A criação e o aparecimento de NPS tem vindo a aumentar ao longo dos anos. Isto tornou-se 
cada vez mais uma preocupação para a saúde pública pois a falta do conhecimento dos 
potenciais efeitos de algumas NPS é vasto o que configura um risco para a sociedade, e os seus 
consumidores. O interesse pela S. divinorum, nomeadamente pelo seu composto bioativo o qual 
que lhe confere propriedades psicoativas, a SA, tem sido cada vez maior na comunidade 
científica pelas suas caraterísticas naturais e únicas e na comunidade juvenil pelos efeitos 
associados ao seu consumo. Enquanto alguns autores defendem que a SA é um composto seja 
seguro para o organismo devido a sua baixa toxicidade outros não concordam e alegam que o 
mesmo provoca alucinações bastante intensas que podem colocar a vida dos seus consumidores 
em risco. 
A SA é uma substância que tem como alvo preferencial o SNC, no entanto, os efeitos que esta 
substância pode causar a nível hepático são ainda desconhecidos. 
A realização deste trabalho permitiu mostrar pela primeira vez alguns dos efeitos que o 
consumo regular de SA poderá ter a nível hepático. No geral, verificou-se que a SA é citotóxica 
de forma dependente da concentração, do tempo de exposição e da linha celular, e que apenas 
a concentração de 50 µM de SA provocam diminuições bastante significativas na viabilidade 
celular relativa nas linhas celulares estudadas. Importa ainda salientar que 10 µM de SA 
equivalem a 432 µg de SA e 216 µg de S. divinorum, indicando que esta concentração se 
encontra no limiar da concentrações usualmente consumidas, aparentando deste modo ser 
segura em termos de citotoxicidade no organismo quando consumida. Contudo, tratando-se 
este apenas de um estudo in vitro, todas estas conclusões deverão ser consideradas com 
bastante precaução.  
Em relação aos efeitos que a SA possui ao nível da expressão dos genes em estudo observou-se 
que, de um modo geral, a SA pode exercer efeitos positivos ou negativos, consoante o gene em 
análise, o tempo de incubação com o composto e o tipo celular. Assim, e por se tratar do 
primeiro estudo que avaliou o potencial papel da SA na expressão hepática de certos genes,  são 
necessárias investigações futuras para confirmar que os efeitos apresentados neste estudo são 
observados também in vivo e diretamente resultantes ao consumo de SA. 
A partir deste trabalho, uma nova linha de investigação surgiu e futuros trabalhos deverão ser 
realizados de modo a avaliar in vitro a alteração da expressão proteica destes genes e a 
confirmar as alterações identificadas in vivo, em modelos animais (ratos). 
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Anexo I – Otimização de condições para o PCR em tempo real 
 
 
a) Eficiências para a linha celular Hep G2 
 
 




Figura 2. Eficiência do par de primers utilizado no PCR em tempo real para o gene Ces 1 nas células Hep 
G2. 
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Figura 5. Eficiência do par de primers utilizado no PCR em tempo real para o gene CYP 2D6 nas células 
Hep G2. 
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Figura 7. Eficiência do par de primers utilizado no PCR em tempo real para o gene GAPDH (controlo) nas 
células Hep G2. 
 
 
Figura 8. Eficiência do par de primers utilizado no PCR em tempo real para o gene UGT 1A1 nas células 
Hep G2. 
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b) Eficiências para a linha celular WRL-68 
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Figura 13. Eficiência do par de primers utilizado no PCR em tempo real para o gene CYP 3A4 nas células 
WRL-68. 
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Figura 15. Eficiência do par de primers utilizado no PCR em tempo real para o gene UGT 1A1 nas células 
WRL-68. 
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Anexo II – Artigo de revisão submetido para a Phytochemistry: A 
unique natural selective Kappa-opioid receptor agonist, 
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Anexo III – Artigo original submetido para a Life Sciences: In vitro 
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